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 Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri patogen oportunistik yang dapat menyebabkan 
berbagai infeksi nosokomial seperti pneumonia, bakteremia, dan infeksi saluran kemih. Bakteri ini 
dapat membentuk biofilm, sehingga memudahkan terjadinya resistensi terhadap antibiotik. Kayu 
manis (Cinnamomum burmannii) merupakan rempah-rempah asli Indonesia yang memiliki 
kandungan antibiofilm seperti flavonoid, tanin, dan saponin. Penelitian ini bertujuan untuk 
membuktikan efektivitas ekstrak etanol daun kayu manis dalam menghambat pembentukan biofilm 
pada Klebsiella pneumoniae secara in vitro. Metode yang digunakan adalah metode tabung. Hasil 
dari metode tabung didokumentasikan dan dikuantifikasi menjadi Mean Gray Value (MGV) pada 
Adobe Photoshop CS6. Berdasarkan hasil penelitian, didapatkan MGV yang semakin meningkat 
seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak daun kayu manis yang menunjukkan adanya 
hambatan pembentukan biofilm pada Klebsiella pneumoniae. Kadar Hambat Biofilm Minimal 
(KHBM) pada penelitian ini didapatkan pada konsentrasi 37,5%. Uji Oneway ANOVA menunjukkan 
adanya perbedaan yang signifikan antara rerata tiap kelompok (p=0,000) dan uji korelasi Pearson 
menunjukkan korelasi yang sangat kuat dan signifikan (r=0,841; p=0,000). Kesimpulan penelitian 
ini adalah ekstrak etanol daun kayu manis dapat menghambat pembentukan biofilm pada 
Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 
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Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogenic bacteria that can cause various 
nosocomial infections such as pneumoniae, bacteremia, and urinary tract infections. These 
bacteria can form biofilm, which facilitate resistance in antibiotic. Cinnamon (Cinnamomum 
burmannii) is a native Indonesian spice that contains antibiofilms such as flavonoids, tannins, and 
saponins. This study was aimed to prove the effectivity of Cinnamon leaves ethanol extract to 
inhibit the biofilm formation in Klebsiella pneumoniae in vitro. The method used is tube method. The 
result of the tube method is documented and be quantified to be Mean Gray Value in Adobe 
Photoshop CS6. It was shown that MGV was increasing along with increasing concentration of 
Cinnamon leaves extract showing inhibition of biofilm formation in Klebsiella pneumoniae. The 
Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) in this study was obtained at a concentration of 
37.5%. The Oneway ANOVA test showed a significant difference between the mean of each group 
(p=0.000) and the Pearson correlation test showed a very strong and significant correlation 
(r=0.841; p=0.000). This study concludes that Cinnamon leaves ethanol extract can inhibit the 
biofilm formation in Klebsiella pneumoniae in vitro. 
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1.1 Latar Belakang  
Biofilm merupakan bentuk kehidupan mikroorganisme yang menempel 
pada suatu permukaan dengan membentuk matriks yang terbuat dari 
Extracellular Polymeric Substance (EPS) (Donlan dan Costerton, 2002). Bentuk 
biofilm merupakan bentuk pertahanan dari mikroorganisme terhadap ancaman 
fisis, kimiawi, maupun biologis. Beberapa bakteri patogen mampu membentuk 
biofilm pada makhluk hidup dan mampu menyebabkan penyakit dengan menolak 
kerja sistem imun maupun menciptakan suatu resistensi terhadap pemberian 
antibiotik (Stephens, 2002). Salah satu patogen oportunistik yang dapat 
membentuk biofilm adalah Klebsiella pneumoniae (Chen et al., 2013).   
Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri batang Gram negatif yang 
tidak bergerak, dapat memfermentasikan laktosa, fakultatif anaerob serta 
sebagai flora normal di mulut, kulit, dan usus manusia. Sebagai bakteri patogen 
oportunistik, Klebsiella pneumoniae dapat menyebabkan berbagai infeksi 
nosokomial seperti pneumonia, bakteremia, dan infeksi saluran kemih pada 
pasien dengan sistem kekebalan imun yang melemah seperti pasien yang 
menjalani rawat inap dan pasien dengan penyakit kronis (Podschun dan 
Ullmann, 1998). Klebsiella pneumoniae resisten terhadap beberapa antibiotik 
yang umum digunakan sehingga dapat meningkatkan mortalitas. Salah satu 
faktor yang menyebabkan Klebsiella pneumoniae resisten terhadap antibiotik 
karena kemampuan bakteri ini dalam membentuk biofilm pada perangkat medis 





Berdasarkan uraian di atas, maka diperlukan suatu upaya untuk 
menghambat pembentukan biofilm akibat infeksi bakteri khususnya bakteri 
Klebsiella pneumoniae. Salah satu upaya yang dapat dilakukan adalah dengan 
memanfaatkan ekstrak tanaman yang potensial untuk menghambat 
pembentukan biofilm. Kandungan ekstrak tanaman yang dapat digunakan antara 
lain flavonoid, tanin, dan saponin yang terdapat pada kayu manis. Kayu manis 
(Cinnamomum burmannii) sangat mudah ditemukan di negara tropis seperti 
Indonesia. Kayu manis sebagai rempah-rempah asli Indonesia banyak 
digunakan sebagai bumbu masakan, ramuan obat tradisional serta dalam industri 
makanan, minuman, farmasi, kosmetik, dan rokok (Kardinan, 2005). Beberapa 
tahun terakhir, telah banyak penelitian yang dilakukan terhadap potensi minyak 
atsiri dari kulit batang kayu manis sebagai antibiofilm sementara daun kayu 
manis yang juga memiliki senyawa aktif antibakteri dan antibiofilm belum banyak 
diteliti (Chang et al., 2001). Beberapa penelitian yang telah memanfaatkan daun 
kayu manis sebagai antibakteri diantaranya adalah penelitian yang dilakukan 
oleh Angelica (2013), meneliti tentang potensi ekstrak daun kayu manis yang 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus 
aureus serta penelitian yang dilakukan oleh Apriliany dkk. (2013), mengenai 
aktivitas anti quorum sensing pada ekstrak daun kayu manis terhadap bakteri 
Pseudomonas aeruginosa. Sehubungan dengan penelitian tersebut, penelitian ini 
bertujuan untuk mengetahui efek ekstrak daun kayu manis dalam menghambat 
pembentukan biofilm pada bakteri Klebsiella pneumoniae.  
Daun kayu manis mengandung beberapa senyawa aktif seperti eugenol, 
safrole, kalsium oksalat, damar, sinamaldehid, alkanoid, flavonoid, fenolik 





kayu manis menunjukkan ada tiga kandungan utama pada daun kayu manis 
antara lain flavonoid sebesar 8,64%, tanin sebesar 4,69%, dan saponin sebesar 
2,19% (Safratilofa, 2015). Senyawa dalam ekstrak tanaman yang utamanya 
berperan sebagai antibiofilm adalah flavonoid (Slobodnikova et al., 2016). 
Flavonoid sebagai antibiofim bekerja dengan menghambat perlekatan dan 
sintesis protein bakteri (Agnol et al., 2003; Jagani et al., 2009). Mekanisme 
antibiofilm oleh tanin adalah dengan cara menghambat perlekatan dan 
pembentukan matriks EPS (Trentin et al., 2013). Saponin menghambat 
pembentukan biofilm dengan cara mencegah perlekatan bakteri serta 
memengaruhi quorum sensing bakteri (Shafiei et al., 2014; Santiago et al., 2015). 
Oleh karena itu, melalui penelitian ini perlu dibuktikan mengenai efektifitas 
kandungan flavonoid, tanin, dan saponin pada ekstrak daun kayu manis dalam 
menghambat pembentukan biofilm pada Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 
1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian ini diajukan untuk menjawab 
rumusan masalah sebagai berikut: 
Apakah ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) memiliki efek 
menghambat pembentukan biofilm pada Klebsiella pneumoniae secara in vitro? 
1.3 Tujuan Penelitian 
1.3.1 Tujuan Umum 
Membuktikan bahwa ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) 
memiliki efek menghambat pembentukan biofilm pada Klebsiella pneumoniae 







1.3.2 Tujuan Khusus 
1. Mengetahui perbedaan hasil dari pemberian masing-masing 
konsentrasi ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) 
dalam menghambat pembentukan biofilm pada bakteri Klebsiella 
pneumoniae secara in vitro. 
2. Mengetahui Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) dari ekstrak daun 
kayu manis (Cinnamomum burmannii) yang dapat menghambat 
pembentukan biofilm pada bakteri Klebsiella pneumoniae secara in 
vitro. 
1.4 Manfaat Penelitian 
1.4.1 Manfaat Akademik 
1. Dapat digunakan sebagai dasar teori untuk menambah ilmu 
pengetahuan mengenai manfaat dari ekstrak daun kayu manis 
(Cinnamomum burmannii) dalam menghambat pembentukan biofilm 
pada Klebsiella pneumoniae. 
2. Dapat digunakan sebagai dasar untuk pengembangan penelitian 
selanjutnya dalam bidang kesehatan, khususnya tentang potensi 
pengobatan pneumonia, bakteremia, dan infeksi saluran kemih oleh 
Klebsiella pneumoniae dengan memanfaatkan ekstrak daun kayu 
manis (Cinnamomum burmannii). 
1.4.2 Manfaat Praktis 
1. Dapat dijadikan sebagai pertimbangan perusahaan industri obat untuk 
menciptakan alternatif baru dalam pembuatan obat antibiotik dengan 





2. Dapat meningkatkan pengetahuan masyarakat mengenai manfaat 










2.1 Klebsiella pneumoniae  
Klebsiella sp. merupakan bakteri Gram negatif dari famili 
Enterobacteriaceae yang dapat ditemukan di saluran pencernaan dan 
pernafasan manusia. Beberapa spesies dari Klebsiella antara lain Klebsiella 
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, dan Klebsiella 
rhinoscleromatis (Elmer et al., 2006). Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri 
batang Gram negatif, memiliki kapsul, dan tidak membentuk spora. Klebsiella 
pneumoniae termasuk bakteri nonmotil tetapi mampu memfermentasikan 
karbohidrat membentuk asam dan gas (Anderson et al., 2007). Klebsiella 
pneumoniae terdapat pada saluran pernafasan dan feses sekitar 5% orang 
normal yang dapat menyebabkan bacterial pneumonia (Elmer et al., 2006). 
Klebsiella pneumoniae sebagai bakteri patogen oportunistik dapat menyebabkan 
pneumonia, bakteremia, infeksi saluran kemih, kolesistitis, dan sepsis pada 
penderita dengan daya tahan tubuh yang lemah (Paczosa dan Mecsas, 2016).  
2.1.1 Taksonomi Klebsiella pneumoniae 
 Berikut adalah taksonomi dari Klebsiella pneumoniae:  
 Domain : Bacteria 
 Phylum : Proteobacteria 
 Class  : Gamma Proteobacteria 





 Family  : Enterobacteriaceae 
 Genus  : Klebsiella 
 Species : Klebsiella pneumoniae 
 (Podschun dan Ullmann, 1998) 
2.1.2 Morfologi dan Karakteristik Klebsiella pneumoniae 
Enterobacteriaceae merupakan bakteri batang Gram negatif, tidak 
menghasilkan spora, bersifat motil atau nonmotil, dan tumbuh secara fakultatif 
aerob atau anaerob. Enterobacteriaceae bersifat katalase positif, oksidase 
negatif, dan dapat mereduksi nitrat menjadi nitrit. Enterobacteriaceae memiliki 
struktur antigenik yang kompleks. Enterobacteriaceae digolongkan berdasarkan 
lebih dari 150 antigen O (lipopolisakarida) yang tahan panas, lebih dari 100 
antigen K (kapsular) yang tidak tahan panas, dan lebih dari 50 antigen H 
(flagella) (Brooks et al., 2007). 
Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram negatif berbentuk 
batang, nonmotil, berkoloni besar, dan dapat memfermentasikan laktosa (Brooks 
et al., 2007). Berdasarkan kebutuhannya akan oksigen, Klebsiella pneumoniae 
termasuk dalam bakteri fakultatif anaerob (Edwards dan Ewing, 1972). Klebsiella 
pneumoniae berukuran panjang 2,0-3,0 μm dan lebar 0,6 μm. Pertumbuhan 
Klebsiella pneumoniae akan optimal pada suhu 35°C dan pH antara 6,0-8,7. 
Bakteri ini mempunyai kapsul yang besar sehingga pada kultur koloninya terlihat 
sangat mukoid (Brooks et al., 2007). Klebsiella sp. menunjukkan pertumbuhan 





dekarboksilase lisin dan sitrat (Podschun dan Ullmann, 1998; Anderson et al., 
2007).  
2.1.3 Struktur Antigen Klebsiella pneumoniae  
Klebsiella pneumoniae mempunyai dua tipe antigen pada permukaan 
selnya yaitu antigen O dan antigen K. Tipe antigen pertama yaitu antigen O 
(lipopolisakarida). Antigen O merupakan bagian terluar dinding sel 
lipopolisakarida dan terdiri dari unit polisakarida yang berulang. Antigen O tahan 
terhadap panas dan alkohol. Antigen O akan terdeteksi dengan aglutinasi 
bakteri. Tipe antigen kedua yaitu antigen K (kapsular). Antigen K merupakan 
polisakarida yang dikelilingi oleh kapsula dan berada di bagian terluar dari 
antigen O. Antigen K berhubungan dengan virulensi bakteri. Kedua antigen ini 
dapat meningkatkan patogenitas dari Klebsiella pneumoniae (Lawlor et al., 
2005).   
2.1.4 Identifikasi Karakteristik Klebsiella pneumoniae  
2.1.4.1 Pewarnaan Gram 
 Berdasarkan respon terhadap pewarnaan Gram, bakteri dibedakan 
menjadi dua macam yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. 
Perbedaan dari kedua bakteri ini dapat dilihat dari struktur dinding selnya. 
Dinding sel bakteri Gram positif terdiri dari lapisan peptidoglikan dengan 
ketebalan antara 20-80 nm sementara dinding sel bakteri Gram negatif memiliki 
ketebalan lapisan peptidoglikan antara 2-7 nm dan dilapisi oleh membran luar 
dengan ketebalan antara 7-8 nm. Hal tersebut menjadikan bakteri Gram positif 





Gram negatif sehingga bakteri Gram positif akan terlihat berwarna ungu 
dibandingkan dengan bakteri Gram negatif yang akan terlihat berwarna merah 
jika dilakukan pewarnaan Gram (Willey et al., 2008). Pada pewarnaan Gram, 
Klebsiella pneumoniae akan memberikan gambaran koloni bakteri berwarna 
merah sehingga bakteri ini termasuk dalam bakteri Gram negatif. Setelah 
ditentukan bakteri termasuk Gram negatif atau Gram positif, bakteri kemudian 
akan dilihat bentuknya dengan menggunakan mikroskop (Burton dan Engelkirk, 
2004).  
 
Gambar 2.1 Pewarnaan Gram pada Klebsiella pneumoniae  
Keterangan: Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram negatif sehingga pada pewarnaan 
Gram akan tampak gambaran koloni bakteri berbentuk batang berwarna merah pada perbesaran 
total 1000x (Baban, 2017).  
 
2.1.4.2 Koloni pada Media Agar MacConkey 
Media agar MacConkey merupakan media selektif diferensial yang 
mengandung zat warna khusus dan karbohidrat untuk membedakan koloni yang 





memfermentasikan laktosa akan tidak berwarna atau pucat. Klebsiella 
pneumoniae menghasilkan koloni berwarna merah muda pada media agar 
MacConkey sehingga Klebsiella pneumoniae termasuk dalam bakteri yang dapat 
memfermentasikan laktosa (Baban, 2017).  
 
Gambar 2.2 Koloni pada Media Agar MacConkey 
Keterangan: Bakteri Klebsiella pneumoniae dapat memfermentasikan laktosa sehingga akan 
tampak gambaran koloni bakteri berwarna merah muda pada media agar MacConkey (Baban, 
2017).  
 
2.1.4.3 Uji Triple Sugar Iron Agar 
TSIA (Triple Sugar Iron Agar) merupakan media yang dapat 
mengidentifikasi bakteri sesuai dengan karakteristik bakteri tersebut. Media TSIA 
mengandung 0,1% glukosa, 1% sukrosa, 1% laktosa, ferosulfat (untuk 
mendeteksi produksi H2S), ekstrak jaringan (substrat pertumbuhan protein), dan 
indikator pH (fenol merah). Reaksi oleh Klebsiella sp. pada TSIA yaitu 
asam/asam berwarna kuning pada bagian pangkal (butt) dan bagian miring 






2.1.4.4 Uji Motilitas pada Agar Semisolid 
Uji motilitas merupakan uji untuk melihat pergerakan bakteri yang ditandai 
dengan kekeruhan pada media. Bakteri diinokulasikan dengan menggunakan 
kawat lurus melalui pusat media. Bakteri nonmotil seperti Klebsiella sp. hanya 
tumbuh pada garis inokulum sedangkan bakteri yang motil akan tumbuh keluar 
dari media dan tampak keruh (Brooks et al., 2007).  
2.1.4.5 Uji Indol 
Uji indol merupakan uji untuk menilai pembentukan indol oleh bakteri dari 
triptofan sebagai sumber karbon. Hasil positif akan menghasilkan warna merah 
sedangkan hasil negatif akan menghasilkan warna kuning. Klebsiella sp. 
merupakan bakteri dengan uji indol negatif (Hart dan Shears, 1997). 
2.1.4.6 Uji Methyl Red-Voges Proskauer (MR-VP) 
Media yang digunakan untuk uji Methyl Red-Voges Proskauer adalah 
media MR-VP broth. Uji Methyl Red (MR) digunakan untuk menentukan apakah 
glukosa dapat diubah menjadi produk asam seperti asam laktat, asam asetat 
atau asam format. Uji ini dilakukan dengan cara menginokulasikan isolat bakteri 
ke dalam MR-VP broth lalu diinkubasi selama 24 jam. Kemudian ditambahkan 3-
5 tetes methyl red pada tabung reaksi lalu dihomogenkan. Hasil positif akan 
menghasilkan warna merah muda sedangkan hasil negatif akan menghasilkan 
warna kuning.  
Uji Voges Proskauer (VP) digunakan untuk menentukan apakah glukosa 
dapat diubah menjadi asetil metil karbinol atau aseton. Uji ini dilakukan dengan 





selama 24 jam. Kemudian ditambahkan 5 tetes reagen VP A yang mengandung 
naphtol dan 5 tetes reagen VP B yang mengandung KOH. Larutan lalu 
dihomogenkan dan dibiarkan selama 15-20 menit agar bereaksi. Hasil positif 
ditunjukkan dengan adanya perubahan warna menjadi merah yang 
mengindikasikan adanya asetil metil karbinol atau aseton sedangkan hasil 
negatif ditunjukkan dengan tidak adanya perubahan warna pada media atau 
perubahan menjadi warna tembaga (Cappuccino dan Sherman, 2013). Klebsiella 
sp. menunjukkan hasil positif pada uji MR-VP (Hart dan Shears, 1997). 
2.1.4.7 Uji Sitrat 
Uji sitrat merupakan uji untuk melihat kemampuan bakteri menggunakan 
sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon. Enzim sitrat yang dihasilkan bakteri 
memecah sitrat yang berasal dari natrium sitrat dalam media menjadi piruvat 
yang selanjutnya akan direduksi pada proses fermentasi. Setelah bakteri 
diinokulasikan pada media simmon sitrat agar kemudian diinkubasi pada suhu 
37ºC selama 24 jam. Uji sitrat menggunakan indikator bromthymol blue. Hasil 
positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna indikator dari hijau menjadi 
biru yang berarti pertumbuhan bakteri pada media sitrat menghasilkan keadaan 
alkalis dan bakteri telah menggunakan sitrat. Klebsiella sp. memberikan hasil 
positif terhadap uji sitrat (Elmer et al., 2006). 
2.1.4.8 Uji Urease  
Uji urease merupakan uji untuk melihat kemampuan bakteri dalam 
menghasilkan enzim urease. Beberapa bakteri mampu menghasilkan enzim 
urease yang menguraikan mikromolekul urea ((NH2)2CO) menjadi karbondioksida 





pembiakan 1 ose pada permukaan agar miring kemudian biakan diinkubasi pada 
suhu 37°C selama 24 jam. Uji urease dinilai positif apabila menghasilkan warna 
merah muda dan dinilai negatif apabila tidak mengalami perubahan warna. 
Klebsiella sp. memberikan hasil positif terhadap uji urease (MacFaddin, 2000). 
2.2 Biofilm 
2.2.1 Definisi Biofilm  
 Biofilm merupakan kumpulan sel bakteri yang secara irreversible terikat 
pada permukaan suatu substrat atau medium serta dilapisi oleh matriks 
polisakarida. Komposisi utama biofilm selain sel bakteri adalah Extracellular 
Polymeric Substance (EPS) yang mencapai hingga 50-90% dari biofilm (Donlan 
dan Costerton, 2002). Biofilm dapat terbentuk pada hampir semua jenis 
permukaan kateter, perangkat medis, dan implan. Biofilm sebagai bentuk 
pertahanan dari bakteri terhadap ancaman fisis, kimiawi, maupun biologis. 
Beberapa bakteri juga mampu membentuk biofilm pada makhluk hidup dan 
mampu menyebabkan penyakit dengan menolak kerja sistem imun maupun 
menciptakan suatu resistensi bakteri terhadap antibiotik (Stephens, 2002).  
2.2.2 Mekanisme Pembentukan Biofilm 
 Pembentukan biofilm diawali dengan pergerakan bakteri menuju ke 
permukaan objek. Bakteri mendekati permukaan objek lalu berinteraksi langsung 
dengan permukaan atau bakteri lain yang sudah menempel sebelumnya 
(Watnick dan Kolter, 2000). Dua tahapan yang dapat diidentifikasi dalam proses 
ini yaitu perlekatan reversible diikuti oleh perlekatan irreversible. Awalnya, 
interaksi jangka panjang terbentuk antara sel bakteri dan substrat disebut 





dalam perlekatan reversible. Kemudian dilanjutkan dengan perlekatan 
irreversible yaitu interaksi jangka pendek yang melibatkan interaksi dipol-dipol, 
ion hidrogen, ikatan kovalen, dan interaksi hidrofobik (Riemann dan Cliver, 2006). 
Bila kondisi berubah dan kurang menguntungkan, bakteri dapat melepaskan 
perlekatannya dan pindah ke lingkungan yang lebih menguntungkan (Watnick 
dan Kolter, 2000; Toyofuku et al., 2016). 
 Setelah tahap perlekatan reversible dan irreversible, bakteri akan 
mengalami tahap maturasi yang ditandai dengan pembentukan mikrokoloni. 
Mikrokoloni tersebut tumbuh dengan proliferasi sel dan memproduksi EPS. 
Komponen dari EPS meliputi polisakarida, asam nukleat, protein, lemak, dan 
biopolimer. EPS bertanggungjawab dalam perlekatan ke permukaan objek dan 
berfungsi untuk mempertahankan struktur dari biofilm. EPS yang terdapat di 
dalam biofilm akan melindungi sel bakteri terhadap pemberian antibiotik, sistem 
imun inang, dan oksidasi. Dalam biofilm, EPS mempertahankan molekul sinyal 
quorum sensing, ekstraseluler enzim, dan produk metabolit (Toyofuku et al., 
2016). 
 Setelah tahap maturasi, sel bakteri akan meninggalkan biofilm secara 
teratur. Pelepasan terjadi sebagai akibat dari degradasi enzimatik (dispersin B 
dan deoxyribonuclease) matriks biofilm dan quorum sensing sebagai respons 
terhadap perubahan lingkungan. Pada tahap ini akan terjadi pelepasan bakteri 
dari biofilm (Sharma et al., 2015). Beberapa bakteri akan menghentikan produksi 
EPS dan terlepas ke lingkungan (Jamal et al., 2015). Bakteri yang terlepas 
kemudian dapat berpindah ke lokasi baru dan memulai kembali proses 






Gambar 2.3 Tahap Pembentukan Biofilm  
Keterangan: Pembentukan biofilm diawali dengan tahap perlekatan bakteri secara reversible pada 
permukaan objek dan dilanjutkan tahap perlekatan secara irreversible. Setelah tahap perlekatan, 
terjadi tahap maturasi dimana bakteri memproduksi EPS dan diakhiri oleh tahap pelepasan 
(dispersal) (Toyofuku et al., 2016). 
2.2.3 Quorum Sensing 
 Quorum Sensing (QS) merupakan mekanisme yang digunakan bakteri 
untuk dapat berkomunikasi satu sama lain (Geske et al., 2008). QS berkontribusi 
terhadap ekspresi gen yang mengatur survival bakteri pada lingkungan, virulensi 
bakteri, dan pembentukan biofilm (Whitehead et al., 2002). 
Quorum sensing merupakan kemampuan bakteri untuk melihat densitas 
bakteri dengan mengukur jumlah akumulasi sekresi sinyal molekul yang 
dihasilkan oleh sel bakteri (Diggle et al., 2007). Densitas bakteri ini diatur oleh 
sinyal molekul yang diperantarai oleh mekanisme quorum sensing. Mekanisme 
quorum sensing juga berperan bagi bakteri untuk menghindar dari sistem 
kekebalan tubuh dengan menunda bertemunya sinyal molekul dan reseptor 
sampai bakteri mencapai jumlah yang cukup untuk membentuk biofilm (Delle 
Side et al., 2015). Mekanisme quorum sensing dianggap memfasilitasi ekspresi 





tergantung pada sintesis molekul kecil yang dibebaskan sel bakteri sebagai 
sinyal komunikasi bakteri yang disebut autoinducer (Nasser dan Reverchon, 
2007; Geske et al., 2008). Quorum sensing memliki tiga mekanisme antara lain 
N-acyl Homoserine Lactones (AHLs) sebagai media quorum sensing pada 
bakteri Gram negatif, peptida sebagai media quorum sensing pada bakteri Gram 
positif, dan tipe quorum sensing dari Vibrio harveyi (Miller dan Bassler, 2001). 
 
 
Gambar 2.4 Quorum sensing pada bakteri Gram negatif (Li dan Tian, 2012) 
Mekanisme quorum sensing pada bakteri Gram negatif misalnya 
Klebsiella pneumoniae berupa proses transmisi sinyal antara molekul dan 
reseptor melalui N-acyl Homoserine Lactones (AHLs) dan Auto Inducer-2 (AI-2) 
(Daniels et al., 2004). AHLs berperan sebagai sinyal interseluler untuk 
menstimulasi ekspresi gen yang tergantung pada kepadatan populasi bakteri. 
Sistem protein LuxI dan LuxR mengontrol tipe komunikasi pada AHLs. Protein 
LuxI mensintesis AHLs sebagai molekul sinyal membran plasma. AHLs akan 
terakumulasi seiring dengan kenaikan populasi bakteri. Ketika konsentrasi AHLs 
yang disintesis telah mencapai ambang batas, protein LuxR akan berperan 
dalam mengaktivasi gen bakteri seperti pembentukan biofilm dan memproduksi 
Transkripsi tidak aktif pada 
kepadatan sel yang rendah 
Transkripsi aktif pada 





faktor virulensi bakteri (Turan et al., 2017). Pada bakteri Klebsiella pneumoniae, 
proses pembentukan biofilm juga melibatkan autoinducer yaitu AI-2 (Daniels et 
al., 2004). AI-2 yang disintesis oleh LuxS akan berdifusi secara bebas keluar dari 
sel bakteri. AI-2 yang terbentuk akan berikatan dengan reseptor dan membentuk 
auto inducer-receptor complex yang akan memengaruhi regulasi gen pada 
quorum sensing. Konsentrasi AI-2 akan meningkat seiring dengan kenaikan 
populasi bakteri dan akan memengaruhi transkripsi gen sehingga dapat 
menghasilkan biofilm (Asfour, 2017).  
Klebsiella pneumoniae akan berusaha melindungi diri dengan membentuk 
mikrokoloni yang kemudian berlanjut dengan pembentukan lapisan biofilm. 
Klebsiella pneumoniae menggunakan mekanisme quorum sensing dalam 
komunikasi dan proses pembentukan biofilm. Lapisan biofilm ini berperan 
sebagai pertahanan sel bakteri terhadap sistem kekebalan tubuh dan 
meningkatkan resistensi antibiotik karena bakteri semakin sulit untuk dilisiskan 
(Turan et al., 2017).  
2.2.4 Deteksi Pembentukan Biofilm 
Berikut adalah beberapa metode yang dapat dilakukan untuk mendeteksi 
pembentukan biofilm: 
2.2.4.1 Metode Tabung  
Metode tabung (Tube Method) merupakan metode deteksi biofilm secara 
kualitatif yang diperkenalkan oleh Christensen et al. Metode ini menggunakan 
media Trypticase Soy Broth (TSB) dengan glukosa 1% pada tabung reaksi. 





tabung dikosongkan dan dibilas dengan Phosphate Buffer Saline (PBS) lalu 
dikeringkan. Pewarnaan kemudian dilakukan pada bagian dalam tabung dengan 
kristal violet 0,1% selama 15 menit. Sisa pewarnaan dibuang dan tabung dicuci 
dengan deionized water. Tabung kemudian dikeringkan dengan posisi terbalik 
dan dilihat adanya pembentukan biofilm. Pembentukan biofilm dikatakan positif 
jika terlihat lapisan cincin berwarna ungu kebiruan pada dinding dan dasar 
tabung (Mathur et al., 2006; Hassan et al., 2011). Metode tabung sering 
digunakan sebagai metode rutin untuk mendeteksi pembentukan biofilm karena 
mudah, murah, dan mempunyai sensitivitas serta spesifisitas yang cukup tinggi 
(Oliveira dan Cunha, 2010). Deteksi pembentukan biofilm dengan metode tabung 
mempunyai sensitivitas sebesar 73% dan spesifisitas sebesar 92,5% (Hassan et 
al., 2011).  
 
Gambar 2.5 Deteksi Biofilm dengan Metode Tabung  
Keterangan: Interpretasi gambar pada deteksi pembentukan biofilm dengan metode tabung dari 
kanan ke kiri antara lain: a. Tidak ada biofilm yang terbentuk, b. Jumlah biofilm yang terbentuk 
lemah (weak), c. Jumlah biofilm yang terbentuk sedang (moderate), d. Jumlah biofilm yang 





2.2.4.2 Metode Congo Red Agar  
Media Congo Red Agar (CRA) terdiri dari larutan Brain Heart Infusion 
(BHI) ditambah sukrosa 2%, agar, dan congo red stain. Media CRA diinokulasi 
dengan bakteri yang telah dibiakkan satu malam dan diinkubasi pada suhu 37°C 
selama 24-48 jam. Hasil positif bila didapatkan koloni bakteri berwarna hitam 
dengan konsistensi kristal kering sedangkan hasil negatif bila didapatkan koloni 
bakteri berwarna kecoklatan atau kemerahan. Koloni berwarna hitam tanpa 
disertai adanya konsistensi kristal kering mengindikasikan pembentukan biofilm 
intermediate (Mathur et al., 2006; Verma dan Patil, 2016). Deteksi pembentukan 
biofilm dengan metode Congo Red Agar mempunyai sensitivitas sebesar 11% 
dan spesifisitas sebesar 92% (Hassan et al., 2011). 
 
Gambar 2.6 Deteksi Biofilm dengan Metode Congo Red Agar            
Keterangan: Interpretasi gambar pada deteksi pembentukan biofilm dengan metode Congo Red 
Agar antara lain: A. Biofilm dinilai positif karena didapatkan koloni bakteri berwarna hitam dengan 
konsistensi kristal kering, B. Biofilm dinilai negatif karena didapatkan koloni bakteri berwarna 






2.2.4.3 Metode Tissue Culture Plate  
 Metode Tissue Culture Plate (TCP) atau Microtiter Plate merupakan 
metode deteksi kuantitatif yang paling banyak digunakan. Pada metode ini, 
bakteri ditanam di dalam well Microtiter plate atau sumur pelat microtiter untuk 
melihat apakah bakteri mampu atau tidak membentuk biofilm pada bagian bawah 
dan dinding dari sumur pelat microtiter. Bakteri yang akan diuji diinokulasikan 
dalam 10 mL Trypticase Soy Broth (TSB) dengan glukosa 1% dan kemudian 
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Dilusi kemudian dilakukan pada hasil 
kultur dengan perbandingan 1:1000 pada medium baru. Selanjutnya, 0,2 mL 
hasil dilusi kemudian diisikan pada sumur pelat microtiter. Sumur pelat microtiter 
kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah diinkubasi, isi akan 
dikeluarkan lalu dicuci dengan 0,2 mL Phosphate Buffer Saline (PBS) sebanyak 
empat kali. Biofilm kemudian dicat dengan kristal violet dan cat yang berlebih 
akan dibilas dengan deionized water. Pengukuran Optical Density (OD) 
kemudian dilakukan dengan ELISA reader pada 570 nm (Hassan et al., 2011).  
 
Gambar 2.7 Deteksi Biofilm dengan Metode Tissue Culture Plate             
Keterangan: Metode Tissue Culture Plate atau Microtiter Plate menunjukkan pembentukan biofilm 
lemah (weak), sedang (moderate), kuat (strong), dan tidak terbentuk biofilm (none) (Darwish dan 





2.3 Kayu Manis (Cinnamomum burmannii) 
 Tanaman kayu manis berasal dari genus Cinnamomum dengan famili 
Lauraceae, berupa tanaman yang umumnya dikenal sebagai rempah-rempah. 
Terdapat sekitar 250 spesies yang termasuk dalam genus Cinnamomum 
(Bandara et al., 2012). Ada empat jenis kayu manis antara lain Cinnamomum 
burmannii, Cinnamomum zeylancium, Cinnamomum cassia, dan Cinnamomum 
cullilawan. Cinnamomum burmannii adalah jenis kayu manis yang berasal dari 
Indonesia (Rismunandar dan Paimin, 2006).  
2.3.1 Taksonomi Kayu Manis (Cinnamomum burmannii) 
 Berikut adalah taksonomi dari kayu manis (Cinnamomum burmannii): 
 Kingdom : Plantae 
 Divisi  : Gymnospermae 
 Subdivisi : Spermatophyta 
 Kelas  : Dicotyledonae 
 Subkelas  : Dialypetalae 
 Ordo  : Policarpicae 
 Famili  : Lauraceae 
 Genus  : Cinnamomum 
 Spesies : Cinnamomum burmannii 





2.3.2 Morfologi Kayu Manis (Cinnamomum burmanii) 
Kayu manis tumbuh di daerah pegunungan sampai ketinggian 1.500 
meter dan dibudidayakan untuk diambil kulit kayunya. Tinggi pohon kayu manis 
dapat mencapai 1-12 meter. Kayu manis banyak dijumpai di Sumatera Barat, 
Sumatera Utara, Jambi, dan Bengkulu. Tanaman ini berdaun lonjong atau bulat 
telur, ujung dan pangkal runcing, tepi rata, panjang 4-14 cm, lebar 1-6 cm, 
pertulangan daun melengkung, berbau harum ketika diremas, daun muda 
berwarna merah pucat, dan daun tua berwarna hijau. Bunga kayu manis 
berkeping dua atau bunga sempurna yang berwarna kuning dan berukuran kecil. 
Buahnya berbiji satu dan berdaging dengan panjang ± 1 cm, ketika masih muda 
berwarna hijau, dan setelah tua berwarna ungu tua. Biji berukuran kecil dengan 
bentuk bulat telur. Akar pohon tunggang berwarna coklat (Rismunandar dan 
Paimin, 2006; Inna dkk., 2010). 
  
Gambar 2.8 Pohon dan Daun Kayu Manis (Cinnamomum burmanii)  





2.3.3 Kandungan Kayu Manis (Cinnamomum burmanii) 
Secara umum, kayu manis mengandung minyak atsiri, eugenol, safrole, 
sinamaldehid, tanin, kalsium oksalat, damar, dan zat penyamak, dimana 
sinamaldehid merupakan komponen yang terbesar yaitu sekitar 70% (Thomas 
dan Duethi, 2001). Daun kayu manis mengandung beberapa jenis zat aktif 
seperti alkanoid, flavonoid, tanin, eugenol, safrole, kalsium oksalat, saponin, dan 
sinamaldehid (Sufriadi, 2006). Hasil uji fitokimia ekstrak daun kayu manis 
menunjukkan senyawa aktif yang memiliki kandungan terbesar antara lain 
flavonoid sebesar 8,64%, tanin sebesar 4,69%, dan saponin sebesar 2,19% 
(Safratilofa, 2015). 
2.3.4 Khasiat Kayu Manis (Cinnamomum burmanii) 
 Kulit batang kayu manis merupakan hasil utama kayu manis yang 
digunakan sebagai rempah-rempah. Kayu manis selain sebagai rempah-rempah 
asli Indonesia juga banyak digunakan sebagai bumbu masakan, ramuan obat 
tradisional serta dalam industri makanan, minuman, farmasi, kosmetik, dan rokok 
(Sutarno dan Atmowidjojo, 2001; Kardinan, 2005). Kayu manis memiliki manfaat 
yang sangat luas, mulai dari perannya sebagai antibiotik, anti inflamasi, 
analgesik, anti diabetik, antioksidan, anti tumor, dan anti thrombosis (Al-Dhubiab, 
2012). 
2.3.4.1 Flavonoid sebagai Antibakteri 
Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa metabolit sekunder 
yang paling banyak ditemukan pada tanaman (Rajalakshmi dan Narasmihan, 





menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sitoplasma, 
dan menghambat metabolisme energi. Flavonoid dapat mengikat protein 
ekstraseluler dan protein terlarut sehingga bakteri akan kehilangan fungsi 
normalnya, menonaktifkan enzim bakteri, serta merusak dinding dan membran 
sel bakteri. Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri juga dapat dengan 
cara membunuh bakteri secara langsung, bekerja sinergis dengan antibakteri, 
maupun dengan melemahkan patogenisitas dari bakteri (Cushnie dan Lamb, 
2005).  
2.3.4.2 Flavonoid sebagai Antibiofilm 
 Salah satu senyawa fitokimia dalam ekstrak tanaman yang berperan 
sebagai antibiofilm adalah flavonoid (Slobodnikova et al., 2016). Flavonoid 
sebagai antibiofim bekerja dengan menurunkan daya perlekatan bakteri serta 
menghambat sintesis protein bakteri (Agnol et al., 2003; Jagani et al., 2009). 
Flavonoid memiliki mekanisme antibiofilm yaitu dengan menghambat intercellular 
adhesion yaitu IcaA dan IcaD (Lee et al., 2013). Ica tersebut akan memediasi 
pembentukan Polysacharide Intercellular Adhesion (PIA) yang merupakan 
komponen penting dalam pembentukan biofilm. Jika intercellular adhesion 
tersebut dihambat maka pembentukan PIA akan terhambat sehingga 
pembentukan komponen biofilm akan terganggu (You et al., 2014).  
2.3.4.3 Tanin sebagai Antibakteri 
Tanin sebagai antibakteri dapat menghambat enzim reverse transcriptase 
dan DNA topoisomerase serta merusak integritas dinding sel bakteri karena tanin 
dapat berikatan secara langsung dengan peptidoglikan yang terdapat pada 





Tanin juga dapat berperan sebagai antibakteri dengan menghambat aktivitas 
enzim bakteri, mengurangi substrat yang dibutuhkan untuk pertumbuhan bakteri, 
dan menghambat fosforilasi oksidatif dalam metabolisme bakteri (Scalbert, 
1991).  
2.3.4.4 Tanin sebagai Antibiofilm 
Mekanisme antibiofilm oleh senyawa tanin adalah dengan cara 
menghambat perlekatan bakteri dan pembentukan matriks EPS (Trentin et al., 
2013). Tanin dan flavonoid merupakan golongan polifenol yang berperan dalam 
menghambat pembentukan biofilm dengan cara mereduksi sifat hidrofobik bakteri 
yang menjadi faktor penting dalam perlekatan bakteri ke permukaan objek 
(Okada et al., 2008; Jagani et al., 2009). Selain itu, tanin dapat menghambat 
mekanisme quorum sensing pada komunikasi antar sel bakteri yang diperankan 
oleh N-acyl Homoserine Lactones (AHLs) dan Auto Inducer-2 (AI-2). Mekanisme 
quorum sensing yang terhambat akan menyebabkan komunikasi antar sel bakteri 
tidak berjalan dengan baik sehingga jumlah koloni yang terbentuk pada biofilm 
lebih sedikit (Asfour, 2017).  
2.3.4.5 Saponin sebagai Antibakteri 
Saponin memiliki efek sebagai antibakteri karena saponin memiliki zat 
aktif yang mirip deterjen sehingga dapat merusak permeabilitas membran sel 
bakteri. Saponin dapat meningkatkan permeabilitas membran sel bakteri 
sehingga dapat mengubah struktur dan fungsi membran. Hal tersebut dapat 






2.3.4.6 Saponin sebagai Antibiofilm 
Saponin menghambat pembentukan biofilm dengan cara mencegah 
perlekatan bakteri ke permukaan objek (Santiago et al., 2015). Selain itu, 
saponin juga dapat memengaruhi mekanisme quorum sensing yang merupakan 
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Mekanisme antibakteri:  
1. Flavonoid bekerja dengan 
menghambat sintesis asam 
nukleat, fungsi membran 
sitoplasma, dan metabolisme 
energi 
2. Tanin bekerja dengan menghambat 
aktivitas enzim, mengganggu 
metabolisme, dan merusak 
integritas dinding sel bakteri 
3. Saponin bekerja dengan merusak 
permeabilitas membran sel bakteri 
Mekanisme antibiofilm: 
1. Flavonoid bekerja dengan 
menghambat penempelan bakteri 
pada permukaan dan menghambat 
sintesis protein bakteri 
2. Tanin bekerja dengan menghambat 
penempelan bakteri, proses quorum 
sensing, dan produksi matriks EPS 
3. Saponin bekerja dengan mencegah 
penempelan bakteri pada 
permukaan dan memengaruhi 
quorum sensing 
Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian 
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Pada saat bakteri mencapai jumlah yang cukup untuk menimbulkan 
infeksi, sel bakteri yang hidup bebas (planktonic cell) akan berkumpul untuk 
membentuk biofilm. Pembentukan biofilm dimulai dari pergerakan bakteri menuju 
ke permukaan objek. Bakteri yang mendekati permukaan objek dapat 
berinteraksi langsung dengan permukaan objek atau berinteraksi dengan bakteri 
yang sudah melekat sebelumnya (Watnick dan Kolter, 2000). Selanjutnya, terjadi 
tahap perlekatan reversible yang akan diikuti oleh tahap perlekatan irreversible. 
Setelah tahap perlekatan, sel bakteri akan mengalami tahap maturasi yang 
ditandai dengan pembentukan mikrokoloni. Mikrokoloni bakteri akan 
memproduksi Extracellular Polymeric Substance (EPS). EPS bertanggung jawab 
dalam perlekatan bakteri ke permukaan objek dan berfungsi mempertahankan 
struktur dari biofilm. Tahap terakhir adalah tahap dispersal atau tahap pelepasan. 
Pada tahap ini terjadi pelepasan bakteri yang kemudian akan berpindah ke 
permukaan objek lain dan memulai kembali proses pembentukan biofilm yang 
baru (Riemann dan Cliver, 2006).  
Klebsiella pneumoniae melakukan komunikasi melalui suatu mekanisme 
yang disebut Quorum Sensing (QS). Pada bakteri Gram negatif seperti Klebsiella 
pneumoniae, mekanisme QS yang terjadi berupa proses transmisi sinyal antara 
molekul dan reseptor yang diperankan oleh N-acyl Homoserine Lactones (AHLs) 
dan Auto Inducer-2 (AI-2). Protein LuxI akan mensintesis AHLs. AHLs akan 
terakumulasi seiring dengan kenaikan populasi bakteri. Ketika konsentrasi AHLs 
yang disintesis telah mencapai ambang batas tertentu, maka akan terjadi ikatan 
antara AHLs dengan protein LuxR sehingga dapat mengontrol proses transkripsi 
gen pada bakteri (Turan et al., 2017). Sedangkan, protein LuxS akan mensintesis    





akan meningkat seiring dengan kenaikan populasi bakteri. AI-2 yang terbentuk 
akan berikatan dengan reseptor dan membentuk auto inducer-receptor complex 
yang akan memengaruhi regulasi gen pada QS (Asfour, 2017). Dengan 
menghambat mekanisme QS, kemampuan bakteri untuk berkomunikasi akan 
berkurang sehingga proses pembentukan biofilm akan terhambat.  
Ekstrak daun kayu manis mengandung senyawa antibakteri dan 
antibiofilm yaitu flavonoid, tanin, dan saponin. Mekanisme kerja flavonoid sebagai 
antibakteri dapat dengan cara membunuh bakteri secara langsung, bekerja 
sinergis dengan antibakteri, maupun dengan melemahkan patogenisitas dari 
bakteri. Flavonoid sebagai antibakteri juga bekerja dengan tiga mekanisme yaitu 
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sitoplasma, 
dan menghambat metabolisme energi (Cushnie dan Lamb, 2005). Flavonoid 
sebagai antibiofilm memiliki kemampuan untuk menghambat intercellular 
adhesion yaitu IcaA dan IcaD. Intercellular adhesion berperan dalam 
pembentukan Polysacharide Intercellular Adhesion (PIA) yang merupakan 
komponen penting dalam QS. Jika Intercellular Adhesion tersebut dihambat 
maka pembentukan PIA juga akan terhambat sehingga proses QS akan 
terganggu. Flavonoid sebagai antibiofim juga bekerja dengan menurunkan daya 
perlekatan bakteri serta menghambat sintesis protein bakteri (Agnol et al., 2003; 
Jagani et al., 2009).  
Tanin sebagai antibakteri dapat menghambat enzim reverse transcriptase 
dan DNA topoisomerase serta merusak integritas dinding sel bakteri karena tanin 
dapat berikatan secara langsung dengan peptidoglikan yang terdapat pada 
dinding sel bakteri. Hal ini akan menyebabkan bakteri mudah lisis (Reed et al., 





enzim bakteri, mengurangi substrat yang dibutuhkan untuk pertumbuhan bakteri, 
dan menghambat fosforilasi oksidatif dalam metabolisme bakteri (Scalbert, 
1991). Tanin memiliki mekanisme antibiofilm dengan cara menghambat 
perlekatan bakteri dan pembentukan matriks EPS (Trentin et al., 2013). Selain 
itu, tanin dapat menghambat mekanisme QS pada komunikasi antar sel bakteri 
yang diperankan oleh AHLs dan AI-2. Proses QS yang terhambat menyebabkan 
komunikasi antar sel bakteri tidak berjalan dengan baik sehingga jumlah koloni 
yang terbentuk pada biofilm lebih sedikit (Asfour, 2017).  
Saponin sebagai antibakteri dapat merusak permeabilitas membran sel 
bakteri yang menyebabkan denaturasi protein membran sehingga membran sel 
bakteri akan mudah rusak dan lisis (Madduluri et al., 2013). Saponin 
menghambat pembentukan biofilm dengan cara mencegah perlekatan bakteri ke 
permukaan objek dan memengaruhi mekanisme QS (Shafiei et al., 2014; 
Santiago et al., 2015).  
3.2 Hipotesis Penelitian 
Ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) memiliki efek 













4.1 Rancangan Penelitian 
Pada penelitian ini, rancangan penelitian yang digunakan adalah true 
experimental. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui adanya pengaruh 
ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) dalam menghambat 
pembentukan biofilm pada bakteri Klebsiella pneumoniae. Metode yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah metode tabung. 
4.2 Populasi dan Sampel 
Populasi dari penelitian ini adalah bakteri Klebsiella pneumoniae. Sampel 
yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Klebsiella pneumoniae 
pembentuk biofilm dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya Malang. Jumlah pengulangan yang dilakukan pada 
penelitian ini menggunakan rumus Federer yang dapat dihitung dengan cara 
(Notobroto, 2005): 
(p-1) (n-1) ≥ 15 
(7-1) (n-1) ≥ 15 
6n-6  ≥ 15 
6n  ≥ 21 
   n  ≥ 3,5 






n = jumlah pengulangan tiap perlakuan 
p = jumlah perlakuan (konsentrasi ekstrak daun kayu manis)  
 Berdasarkan perhitungan di atas, maka besar pengulangan yang 
diperlukan pada penelitian ini minimal sebanyak 4 kali. 
4.3 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilaksanakan pada bulan Juli-Agustus 2020 di Laboratorium 
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Pembuatan 
ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) dilakukan di Laboratorium 
Teknik Kimia Politeknik Negeri Malang.  
4.4 Variabel Penelitian 
4.4.1 Variabel Bebas 
Variabel bebas merupakan variabel yang keberadaannya memengaruhi 
variabel lain (Sugiyono, 2006). Variabel bebas pada penelitian ini adalah 
konsentrasi ekstrak daun kayu manis. Pada penelitian ini untuk menentukan 
konsentrasi pada penelitian inti, peneliti melakukan penelitian pendahuluan 
dengan 7 konsentrasi ekstrak daun kayu manis yaitu 0% (kontrol); 3,125%; 
6,25%; 12,5%; 25%; 50%; dan 100%.  
4.4.2 Variabel Tergantung 
Variabel tergantung merupakan variabel yang dipikirkan sebagai akibat 
atau keadaannya bergantung pada variabel lain. Variabel tergantung pada 
penelitian ini adalah pembentukan biofilm oleh bakteri Klebsiella pneumoniae 





4.5 Definisi Operasional 
1. Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri Gram negatif berbentuk 
batang, memiliki kapsul, non motil, tidak membentuk spora, dan dapat 
memfermentasika laktosa. Klebsiella pneumoniae dapat 
menyebabkan berbagai infeksi nosokomial seperti pneumonia, 
bakteremia, dan infeksi saluran kemih pada pasien dengan sistem 
kekebalan imun yang melemah (Podschun dan Ullmann, 1998; 
Anderson et al., 2007). Sampel bakteri Klebsiella pneumoniae 
pembentuk biofilm didapat dari stok kultur Laboratorium Mikrobiologi 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. 
2. Biofilm merupakan bentuk kehidupan mikroorganisme yang 
menempel pada suatu permukaan objek dengan membentuk matriks 
yang terbuat dari Extracellular Polymeric Substance (EPS) (Donlan, 
2002). Pembentukan biofilm dapat diukur secara kualitatif maupun 
kuantitatif. Pada penelitian ini, pengukuran secara kualitatif dilakukan 
dengan menggunakan metode tabung, sedangkan pengukuran 
secara kuantitatif dilakukan dengan Mean Gray Value menggunakan 
aplikasi Adobe Photoshop CS6.  
3. Daun kayu manis didapat dari pohon kayu manis. Daun kayu manis 
termasuk daun tunggal, berbentuk elips dan memanjang dengan 
panjang 4-14 cm dan lebar 1,5-6 cm (Rismunandar dan Paimin, 
2006). Pada penelitian ini, daun kayu manis dalam bentuk bubuk 
sebanyak 100 gram diperoleh dari Materia Medica Batu, sedangkan 
proses pembuatan ekstrak etanol daun kayu manis dengan metode 





Politeknik Negeri Malang. Hasil akhir ekstraksi berupa ekstrak kental 
daun kayu manis.  
4. Metode tabung merupakan metode untuk mendeteksi pembentukan 
biofilm dengan menggunakan media berupa tabung yang bersifat 
kualitatif. Pembentukan biofilm dikatakan positif jika terlihat lapisan 
cincin berwarna ungu kebiruan yang terdapat pada dinding tabung. 
5. Mean Gray Value merupakan skala intensitas warna yang terdapat 
pada aplikasi Adobe Photoshop CS6. Derajat pembentukan biofilm 
dapat dilihat dari intensitas kepekatan warna cincin biofilm, yang 
dikuantifikasi dengan Mean Gray Value pada aplikasi Adobe 
Photoshop CS6. Skala berkisar antara 0-255. Angka mendekati 0 
menunjukkan bahwa warna tersebut memiliki kepekatan warna yang 
tinggi, sedangkan angka mendekati 255 menunjukkan bahwa warna 
tersebut memiliki kepekatan warna yang rendah.  
6. Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) atau Kadar Hambat 
Biofilm Minimal (KHBM) adalah konsentrasi minimal dari ekstrak daun 
kayu manis yang dapat menghambat pembentukan biofilm. 
Pembentukan biofilm yang terhambat ditandai dengan penipisan pada 
lapisan berbentuk cincin berwarna ungu kebiruan yang terdapat pada 
dinding tabung. KHBM dicapai apabila hasil Mean Gray Value 10% 
dibawah Mean Gray Value tabung kosong (Macia et al., 2014).  
4.6 Alat dan Bahan Penelitian 
4.6.1 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Daun Kayu Manis  





2. Etanol 96% 
3. Timbangan analitik 
4. Gelas kimia 250 mL 
5. Labu penampung 
6. Cawan petri 
7. Penjepit cawan petri 
8. Desikator 
9. Spatula 
10. Pemanas akuades 
11. Kertas saring 
12. Rotary evaporator 
13. Oven 
4.6.2 Alat dan Bahan Identifikasi Bakteri 
1. Bakteri Klebsiella pneumoniae 
2. Bahan pewarnaan Gram: kristal violet, lugol, alkohol 96%, dan  
safranin 
3. Media agar MacConkey 
4. Inkubator 
5. Object glass  
6. Minyak imersi  
7. Ose 
8. Lampu spiritus dan korek api 
9. Akuades  
10. Mikroskop  





12. Kertas penghisap atau tisu 
4.6.3 Alat dan Bahan Pembuatan Kultur Bakteri 
1. TSB + gliserol 10% 
2. Spektrofotometer 
4.6.4 Alat dan Bahan Deteksi Biofilm 
1. Bakteri Klebsiella pneumoniae pembentuk biofilm 
2. Trypticase Soy Broth dengan glukosa 1% (TSBglu)  
3. Tabung reaksi 
4. Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3 
5. Deionized water 
6. Kristal violet 0,1% 
7. Pipet 
8. Ose 
9. Beaker glass 
10. Inkubator 
4.7 Prosedur Penelitian 
4.7.1 Pembuatan Ekstrak Daun Kayu Manis  
4.7.1.1 Ekstraksi dan Evaporasi  
1. Menimbang daun kayu manis sebanyak 100 gram menggunakan 
timbangan analitik. 






3. Memasukkan daun kayu manis ke dalam oven dengan suhu 40ºC-
60ºC sehingga kandungan airnya berkurang. 
4. Mengeluarkan daun kayu manis dari oven lalu mem-blender hingga 
daun kayu manis menjadi sediaan bubuk.  
5. Memasukkan bubuk daun kayu manis ke dalam gelas Erlenmeyer 
ukuran 1 L kemudian merendam bubuk daun kayu manis dengan 
etanol 96% sampai volume 1 L.  
6. Mengaduk campuran bubuk daun kayu manis dan etanol 96% dengan 
menggunakan spatula selama kurang lebih 30 menit hingga benar-
benar tercampur. Diamkan selama satu malam sampai mengendap. 
7. Mengambil lapisan paling atas dari campuran bubuk daun kayu manis 
dan etanol 96% kemudian dimasukkan ke dalam gelas ekstraksi. 
Proses dilanjutkan dengan evaporasi menggunakan rotary 
evaporator. 
8. Memasang evaporator set pada tiang permanen agar dapat digantung 
dengan kemiringan 30º-40º terhadap meja percobaan. Susunan dari 
bawah ke atas terdiri dari alat pemanas air, labu penampung hasil 
evaporasi, rotary evaporator, dan tabung pendingin. 
9. Menghubungkan tabung pendingin ke alat pemompa sirkulasi air 
dingin dengan bak penampung air dingin melalui pipa plastik. Tabung 
pendingin juga terhubung dengan pompa vakum dan penampung 
hasil penguapan. 
10. Memasukkan hasil maserasi ke dalam labu evaporasi kemudian 
menyalakan rotary evaporator, alat pompa sirkulasi air dingin, dan alat 





11. Menyalakan pemanas akuades sehingga hasil ekstraksi dalam tabung 
penampung evaporasi mendidih sampai dengan suhu 78ºC (sesuai 
titik didih etanol 96%) dan etanol 96% mulai menguap. 
12. Mengkondensasikan hasil penguapan etanol 96% menuju labu 
penampung etanol 96% sehingga tidak tercampur hasil evaporasi dan 
uap lain tersedot pompa vakum. 
13. Proses evaporasi dilakukan hingga volume hasil ekstraksi berkurang 
dan menjadi kental. Setelah hasil ekstraksi menjadi kental, proses 
evaporasi dapat dihentikan dan hasil evaporasi diambil.  
14. Untuk memastikan hasil ekstrak tidak lagi mengandung etanol 96%, 
hasil evaporasi dimasukkan ke dalam cawan penguap lalu 
dimasukkan ke dalam oven dengan suhu 70°C-80°C selama kurang 
lebih 1,5-2 jam hingga aroma etanol tidak lagi tercium. (Retno, 2012).  
4.7.2 Persiapan Klebsiella pneumoniae Pembentuk Biofilm  
4.7.2.1 Identifikasi Klebsiella pneumoniae  
a. Pewarnaan Gram  
1. Membersihkan object glass dengan tisu kemudian melewatkan 
object glass di atas api dari pembakar spiritus. Hal tersebut 
bertujuan agar object glass menjadi steril dari bahan pencemar 
lain.  
2. Meneteskan 1-2 tetes akuades pada object glass dengan 
menggunakan ose.  
3. Mengambil sedikit biakan bakteri Klebsiella pneumoniae ke object 





4. Menunggu sediaan hingga kering kemudian sediaan difiksasi 
dengan cara menjepit bagian object glass yang tidak ditetesi 
bakteri kemudian dilewatkan di atas api dari pembakar spiritus 
sebanyak 3-5 kali. 
5. Meneteskan sediaan pada object glass dengan kristal violet 
kemudian tunggu selama satu menit. Buang sisa kristal violet dan 
bilas dengan akuades. 
6. Meneteskan sediaan pada object glass dengan lugol kemudian 
tunggu selama satu menit. Buang sisa lugol dan bilas dengan 
akuades. 
7. Meneteskan sediaan pada object glass dengan alkohol 96% 
kemudian tunggu selama 10 detik. Buang sisa alkohol dan bilas 
dengan akuades. 
8. Meneteskan sediaan pada object glass dengan safranin kemudian 
tunggu selama 30 detik. Buang sisa safranin dan bilas dengan 
akuades. 
9. Mengeringkan sediaan pada object glass dengan kertas 
penghisap atau tisu. 
10. Meneteskan sediaan pada object glass dengan minyak imersi.  
Mengamati sediaan dibawah mikroskop dengan perbesaran total 
dari yang terkecil 100x, 400x hingga 1000x.  
11. Mengamati adanya bakteri berbentuk batang dan berwarna merah 
yang menandakan bahwa Klebsiella pneumoniae termasuk bakteri 






b. Penanaman pada Media Agar MacConkey  
  Bakteri Klebsiella pneumoniae diinokulasi pada media agar 
MacConkey dan diinkubasi dengan suhu 37oC selama 24 jam. 
Kemudian diamati perubahan warna pada media agar MacConkey. 
Bila terjadi perubahan warna menjadi merah muda artinya bakteri 
memfermentasikan laktosa. Klebsiella pneumoniae menghasilkan 
koloni berwarna merah muda pada media agar MacConkey sehingga 
Klebsiella pneumoniae termasuk dalam bakteri yang dapat 
memfermentasikan laktosa (Samra et al., 2008).  
c. Uji VITEK  
  VITEK merupakan metode uji bakteri yang mampu 
mengidentifikasi mikroorganisme antara lain bakteri Gram negatif 
(GN), Gram positif (GP), anaerobik, Corynebacterium (ANC), Bacillus 
(BCL), Neisseria haemophilus (NH), dan jamur (YST). VITEK 2 
menggunakan 2 kartu pada setiap uji yang dilakukan yaitu kartu ID 
(Identification) untuk tes identifikasi bakteri dan kartu AST 
(Antimicroba Sensitivity Test) untuk tes kepekaan atau sensitifitas 
antibiotik. Setiap kartu dilengkapi dengan barcode (Pincus, 2006).  
  Metode VITEK terdiri dari 3 tahap antara lain tahap persiapan dan 
standarisasi kekeruhan inokulum, tahap memasukkan data dengan 
sistem barcode, dan tahap memasukkan kartu ke dalam alat VITEK. 
Semua tahap mulai dari inokulasi, inkubasi, pembacaan, validasi, dan 
interpretasi hasil akan dilakukan secara otomatis oleh alat VITEK. 
Hasil uji VITEK akan keluar dalam bentuk cetak secara otomatis, 





ke tempat sampah. Hasil pemeriksaan ini juga bisa langsung 
terhubung dengan LIS (Laboratory Information System) (Prihatini dkk., 
2007).  
4.7.2.2 Pembuatan Perbenihan Cair Bakteri  
1. Klebsiella pneumoniae yang sudah diidentifikasi kemudian diinokulasi 
pada media TSB dengan glukosa 1% (TSBglu) dan diinkubasi pada 
suhu 37oC selama 24 jam.  
2. Suspensi bakteri Klebsiella pneumoniae pada media TSBglu 
dilakukan pengukuran spektrofotometri dengan panjang gelombang 
(𝜆) 625 nm sehingga diketahui kepadatan bakterinya (OD = Optical 
Density) yang setara dengan kepadatan bakteri 108 bakteri/mL.  
3. Dasar perhitungannya menggunakan rumus pengenceran sebagai 
berikut (Andiyani, 2013): 
N1 x V1 = N2 x V2 
Keterangan: 
N1  =  Hasil OD bakteri hasil spektrofotometri 
N2 = OD bakteri dengan kepadatan 108 bakteri/mL atau setara               
dengan 0,1 
V1 =  Volume bakteri yang ditambah pengencer 
V2 =  Volume keseluruhan dalam satu tabung (10 mL) 
 
4.7.2.3 Uji Deteksi Pembentukan Biofilm (Metode Tabung)  
1. Mengambil satu loop bakteri Klebsiella pneumoniae yang sudah 





kemudian diinokulasi bersama Trypticase Soy Broth dengan glukosa 
1% (TSBglu) 10 mL selama 24 jam pada suhu 37oC.  
2. Membuang isi tabung dan mencuci dengan Phosphate Buffer Saline 
(PBS) pH 7,3.   
3. Mengeringkan tabung kemudian meneteskan kristal violet 0,1%. 
Tunggu selama 15 menit.  
4. Membuang sisa pewarna dan mencuci dengan deionized water 
kemudian mengeringkan tabung dengan posisi terbalik. 
5. Pembentukan biofilm positif apabila ditemukan lapisan cincin dengan 
warna ungu kebiruan yang melapisi dinding dan dasar tabung 
(Christensen et al., 1982).  
4.7.3 Uji Hambat Pembentukan Biofilm pada Klebsiella pneumoniae   
1. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan konsentrasi 108 
bakteri/mL. 
2. Membuat suspensi bakteri dalam media TSBglu berdasarkan 
perhitungan OD dari spektrofotometri. 
3. Mengisi tabung reaksi 2-7 dengan suspensi bakteri dari media 
TSBglu dan esktrak daun kayu manis. Pada tabung reaksi 1 
(konsentrasi 0% sebagai kontrol negatif) diisi dengan 4 mL suspensi 
bakteri dari media TSBglu.  
4. Mencampurkan 2 mL larutan ekstrak daun kayu manis ke dalam 
tabung reaksi 2-7 sehingga didapatkan larutan sebanyak 4 mL 
dengan konsentrasi ekstrak daun kayu manis pada masing-masing 
tabung sebagai berikut: 





Tabung 2: 50%  Tabung 6: 3,125% 
Tabung 3: 25%  Tabung 7: 0%  
Tabung 4: 12,5%  
5. Menginkubasi seluruh tabung selama 48 jam dengan suhu 37ºC. 
6. Mengeluarkan tabung dari inkubator dan mencuci tabung dengan 
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3.  
7. Menginkubasi seluruh tabung selama 24 jam dengan suhu 37ºC. 
8. Mengeluarkan tabung dari inkubator dan meneteskan kristal violet 
0,1% sebanyak 4 mL atau hingga kristal violet mengisi lebih tinggi 
dari batas larutan yang telah dibentuk pada masing-masing tabung. 
Diamkan selama 15 menit, kemudian buang larutan kristal violet dan 
cuci tabung dengan deionized water. 
9. Memposisikan tabung dengan posisi terbalik pada rak tabung 
reaksi. 
10. Menginkubasi seluruh tabung selama 24 jam dengan suhu 37ºC. 
11. Mengeluarkan tabung dari inkubator dan melakukan pengamatan 
serta dokumentasi tabung. 
Biofilm yang terbentuk dapat diamati sebagai lapisan cincin 
berwarna ungu kebiruan yang melapisi dinding dan dasar tabung (Mathur 
et al., 2006; Ruchi et al., 2015). 
4.7.4 Penelitian Inti 
1. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan konsentrasi 108 
bakteri/mL. 
2. Membuat suspensi bakteri dalam media TSBglu berdasarkan 





3. Menyiapkan tujuh tabung yang diisi dengan bakteri dan konsentrasi 
ekstrak daun kayu manis yang ditentukan setelah penelitian 
pendahuluan yaitu 0% (kontrol negatif); 7,5%; 15%; 22,5%; 30%; 
37,5%; dan 100% (kontrol positif).  
4. Mengisi tabung reaksi 2-6 dengan suspensi bakteri dari media 
TSBglu dan esktrak daun kayu manis. Pada tabung reaksi 1 
(konsentrasi 0% sebagai kontrol negatif) diisi dengan 4 mL suspensi 
bakteri dari media TSBglu.  
5. Menginkubasi seluruh tabung selama 48 jam dengan suhu 37ºC. 
6. Mengeluarkan tabung dari inkubator dan mencuci tabung dengan 
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3. 
7. Menginkubasi seluruh tabung selama 24 jam dengan suhu 37ºC. 
8. Mengeluarkan tabung dari inkubator dan meneteskan kristal violet 
0,1% sebanyak 4 mL atau hingga kristal violet mengisi lebih tinggi 
dari batas larutan yang telah dibentuk pada masing-masing tabung. 
Diamkan selama 15 menit, kemudian buang larutan kristal violet dan 
cuci tabung dengan deionized water. 
9. Memposisikan tabung dengan posisi terbalik pada rak tabung 
reaksi. 
10. Menginkubasi seluruh tabung selama 24 jam dengan suhu 37ºC. 
11. Mengeluarkan tabung dari inkubator dan melakukan pengamatan 
serta dokumentasi tabung. 
Biofilm yang terbentuk dapat diamati sebagai lapisan cincin 
berwarna ungu kebiruan yang melapisi dinding dan dasar tabung (Mathur 





4.7.5 Pengukuran Mean Gray Value 
 Hasil pembentukan biofilm pada tabung kemudian difoto dengan kamera 
handphone dengan resolusi 12 megapiksel. Ketebalan biofilm pada setiap foto 
dibandingkan dengan cara melihat intensitas kepekatan lapisan cincin berwarna 
ungu kebiruan pada dinding dan dasar tabung menggunakan aplikasi Adobe 
Photoshop CS6 dengan pilihan Mean Gray Value. Mean Gray Value dapat 
membedakan intensitas kepekatan warna dari skala 0 (kepekatan tertinggi) 
hingga skala 255 (kepekatan terendah). Semakin rendah nilai Mean Gray Value 
menunjukkan intensitas warna yang semakin tebal, sedangkan semakin tinggi 
nilai Mean Gray Value menunjukkan intensitas warna yang semakin tipis. 
Langkah-langkah dimulai dengan membuka aplikasi Adobe Photoshop CS6, pilih 
file, dan masukkan hasil foto pembentukan biofilm. Kemudian, pilih tab Window 
dan pilih Measurement Log. Blok area yang akan dilihat intensitas warnanya 
dengan menggunakan Rectangular Marquee Tool. Kemudian klik Record 
Measurements sehingga didapatkan nilai Mean Gray Value yang merupakan 
rata-rata dari intensitas kepekatan warna pada tabung (Andiyani, 2013). 
4.8 Analisis Data 
Analisis hasil penelitian menggunakan aplikasi analisis statistik IBM SPSS 
(Statistical Product of Service Solution) versi 26.0 untuk Windows. Langkah 
pertama, hasil Mean Gray Value dianalisis dengan uji normalitas menggunakan 
uji Shapiro-Wilk dan uji homogenitas menggunakan uji Levene. Uji normalitas 
dilakukan untuk menentukan apakah data tersebar normal atau tidak tersebar 
normal. Uji homogenitas dilakukan untuk menentukan apakah data yang diuji 





dilakukan uji komparasi dengan Oneway ANOVA untuk mengetahui tingkat 
perbedaan antara rerata tiap kelompok dalam keseluruhan data yang telah 
didapatkan. Selanjutnya, dilakukan uji Post Hoc Multiple Comparisons metode 
Tukey. Uji ini dilakukan untuk mengetahui signifikansi masing-masing kelompok 
data satu dengan data lainnya. Setelah itu, dilakukan uji korelasi Pearson untuk 
mengetahui korelasi antara peningkatan ekstrak daun kayu manis terhadap 
Mean Gray Value. Kemudian dilakukan uji Regresi Linier untuk mengetahui 
besarnya pengaruh konsentrasi ekstrak daun kayu manis terhadap Mean Gray 








































1. Pewarnaan Gram 
2. Penanaman pada media agar Mac 
Conkey  




bakteri pada TSBglu 
Ekstrak daun kayu manis 
(Cinnamomum burmannii) 
dengan metode maserasi 
Pemberian 7 konsentrasi 
ekstrak (0%; 7,5%; 15%; 
22,5%; 30%; 37,5%; dan 
100%) dengan 4 kali 
pengulangan 
Pengamatan pembentukan biofilm 
dengan metode tabung: 
 
1. Inkubasi pada 37ºC selama 48 
jam 
2. Bilas dengan PBS (pH 7,3) 
3. Cat dengan kristal violet 0,1% 
4. Bilas dengan deionized water 
lalu keringkan  
Mengambil foto hasil pembentukan biofilm 
Mengukur Mean Gray Value foto dengan Adobe Photoshop CS6 
CS6 






HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 
 
5.1 Hasil Penelitian 
5.1.1 Hasil Ekstraksi Daun Kayu Manis  
 Ekstrak yang digunakan pada penelitian ini dibuat dari daun kayu manis 
(Cinnamomum burmannii) sebanyak 100 gram. Daun kayu manis dicuci terlebih 
dahulu hingga bersih kemudian dikeringkan. Proses pengeringan menggunakan 
oven pada suhu 80ºC selama 2 hari. Setelah proses pengeringan, proses 
dilanjutkan dengan mem-blender daun kayu manis untuk dijadikan sediaan 
serbuk. Setelah itu memasuki proses ekstraksi yaitu dengan merendam serbuk 
daun kayu manis dengan etanol 96%. Setelah proses ekstraksi selesai, sisa 
pelarut pada ekstrak daun kayu manis dihilangkan dengan cara dioven pada 
suhu 70º-80ºC hingga didapatkan hasil bobot konstan ekstrak. 
 
Gambar 5.1 Hasil Ekstrak Etanol Daun Kayu Manis  






5.1.2 Hasil Identifikasi Bakteri 
Uji identifikasi bakteri Klebsiella pneumoniae menggunakan pewarnaan 
Gram, penanaman pada media agar MacConkey, dan uji VITEK. Pada 
pewarnaan Gram, didapatkan gambaran koloni bakteri berbentuk batang 
berwarna merah yang menunjukkan bahwa Klebsiella pneumoniae termasuk 
bakteri Gram negatif seperti pada Gambar 5.2.  
Uji identifikasi bakteri selanjutnya dengan menggunakan media agar 
MacConkey. Pada media agar MacConkey, Klebsiella pneumoniae menghasilkan 
koloni bakteri berwarna merah muda yang menunjukkan bahwa Klebsiella 
pneumoniae dapat memfermentasikan laktosa seperti pada Gambar 5.3.  
Uji identifikasi bakteri juga dilakukan dengan menggunakan metode 
VITEK. Metode VITEK dilakukan untuk konfirmasi lebih lanjut dan didapatkan 
hasil probabilitas sebesar 99% Klebsiella pneumoniae seperti pada Gambar 5.4. 
Hasil ini menunjukkan bahwa bakteri biakan yang digunakan pada penelitian ini 
merupakan bakteri Klebsiella pneumoniae.  
 
Gambar 5.2 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Klebsiella pneumoniae 
Keterangan: Tanda panah menunjukkan pada pewarnaan Gram dengan perbesaran total 1000x 
didapatkan bakteri berbentuk batang berwarna merah yang menunjukkan bahwa Klebsiella 







Gambar 5.3 Hasil Identifikasi pada Media Agar MacConkey 
Keterangan: Tanda panah menunjukkan pada media agar MacConkey didapatkan koloni bakteri 
berwarna merah muda yang menunjukkan bahwa Klebsiella pneumoniae dapat memfermentasikan 
laktosa.   
 
 
Gambar 5.4 Hasil VITEK pada Bakteri Klebsiella pneumoniae  
Keterangan: Tanda panah menunjukkan probabilitas bakteri merupakan bakteri Klebsiella 





5.1.3 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm 
Sebelum dilakukan penelitian inti perlu dilakukan penelitian pendahuluan 
dengan tujuan mendapatkan konsentrasi yang tepat untuk diteliti. Konsentrasi 
yang digunakan pada penelitian pendahuluan antara lain 0%; 3,125%; 6,25%; 
12,5%; 25%; 50%; dan 100% seperti pada Lampiran 8. Hasil penelitian 
pendahuluan menunjukkan bahwa mulai dari konsentrasi 12,5% didapatkan 
adanya pembentukan cincin biofilm yang terhambat pada dinding tabung 
sehingga konsentrasi ekstrak daun kayu manis yang akan digunakan untuk 
penelitian inti berkisar sekitar 12,5%.  
Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan tersebut, ditentukan konsentrasi 
yang akan digunakan pada penelitian inti antara lain 0%; 7,5%; 15%; 22,5%; 
30%; 37,5%; dan 100% seperti pada Gambar 5.5. Perlakuan dengan 
konsentrasi ekstrak 0% merupakan kelompok kontrol negatif tanpa pemberian 
ekstrak daun kayu manis, sedangkan perlakuan dengan konsentrasi ekstrak 
100% merupakan kelompok kontrol positif. Pada penelitian inti akan dilakukan 









       
 
     
 
Gambar 5.5 Hasil Penelitian Inti 
Keterangan: Pada setiap peningkatan konsentrasi ekstrak daun kayu manis didapatkan cincin 
biofilm yang semakin menipis yang berarti pertumbuhan bakteri dan pembentukan biofilm oleh 
Klebsiella pneumoniae semakin terhambat. 
 
Pada penelitian ini, proses ekstraksi daun kayu manis menghasilkan 
ekstrak kasar (crude extract) yang dapat menyebabkan partikel ekstrak 
menempel pada dinding tabung sehingga pada saat pewarnaan dengan kristal 
violet 0,1% akan meninggalkan sisa bercak keunguan di dinding tabung. 
Pengamatan terhadap hasil penelitian inti dilakukan terhadap intensitas 
kepekatan warna ungu kebiruan berbentuk cincin pada dinding tabung yang 
menunjukkan adanya pembentukan biofilm. Gambaran cincin tersebut difoto 
0% (Kontrol Negatif) 15% 7,5% 22,5% 





menggunakan kamera handphone dengan resolusi 12 megapiksel, lalu 
dilakukan kuantifikasi dengan Mean Gray Value pada aplikasi Adobe Photoshop 
CS6 yang dinyatakan dalam skala 0-255 dimana 0 merupakan kerapatan 
tertinggi dan 255 merupakan kerapatan terendah. Pengukuran Mean Gray 
Value juga dilakukan pada tabung kosong yang masih baru untuk melihat nilai 
awal Mean Gray Value. Jika Mean Gray Value pada kelompok perlakuan lebih 
kecil 10% dari Mean Gray Value tabung kosong yang masih baru, maka 
konsentrasi pada kelompok tersebut merupakan Kadar Hambat Biofilm Minimal 
(KHBM). Pengukuran Mean Gray Value pada tabung kosong menunjukkan nilai 
sebesar 160,12. Nilai Mean Gray Value ini kemudian dibandingkan dengan nilai 
Mean Gray Value tabung-tabung yang mendapat perlakuan seperti pada Tabel 
5.1 dan diubah menjadi grafik pada Gambar 5.6.  
Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Mean Gray Value 
 
Konsentrasi Ekstrak 
Daun Kayu Manis 
Pengulangan 
Mean ± SD 
I II III IV 
0%  89,01 86,23 82,95 90,46 87,16 ± 3,31 
7,5% 92,59 92,97 95,82 99,4 95,2 ± 3,15 
15% 115,57 110,17 102,03 104,58 108,09 ± 6,04 
22,5% 129,45 125,22 122,11 121,56 124,59 ± 3,62 
30% 131,75 137,39 130,05 133,11 133,08 ± 3,14 
37,5% 148,26 147,38 145,37 145,21 146,56 ± 1,51 
100% 153,71 159,26 158,02 150,48 155,37 ± 4,03 
Mean Gray Value 
Tabung Kosong 
160,12 
Keterangan: Pengukuran Mean Gray Value digunakan untuk mengukur secara kuantitatif intensitas 
kepekatan warna cincin biofilm yang terbentuk. Semakin tinggi nilai Mean Gray Value, maka 
semakin tipis cincin biofilm yang terbentuk. Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) dapat diketahui 
dengan nilai Mean Gray Value yang berbeda 10% dari nilai Mean Gray Value tabung kosong yaitu 






Gambar 5.6 Grafik Pengukuran Mean Gray Value 
Keterangan: Grafik pengukuran Mean Gray Value menunjukkan semakin besar konsentrasi ekstrak 
maka semakin besar Mean Gray Value yang didapat. Hal ini menandakan bahwa semakin besar 
konsentrasi ekstrak, semakin tipis cincin biofilm yang terbentuk dan pembentukan biofilm semakin 
terhambat. 
 
5.2 Analisis Data 
 Analisis data dalam penelitian ini menggunakan aplikasi analisis statistik 
IBM SPSS versi 26.0 untuk Windows. Langkah pertama yang dilakukan adalah 
uji normalitas dan homogenitas hasil Mean Gray Value pada Tabel 5.1. 
Selanjutnya, data dianalisis dengan uji Shapiro-Wilk untuk mengetahui normalitas 
data dan uji Levene untuk mengetahui homogenitas data. Setelah didapatkan 
hasil dari kedua uji tersebut, dilakukan uji komparasi dengan menggunakan 
Oneway ANOVA untuk memastikan adanya perbedaan yang signifikan antar 
kelompok data. Selanjutnya, dilakukan uji Post Hoc Multiple Comparisons 
dengan metode Tukey untuk mengetahui signifikansi suatu kelompok data 











































korelasi Pearson untuk mengetahui korelasi antara peningkatan konsentrasi 
ekstrak daun kayu manis terhadap Mean Gray Value. Kemudian dilakukan uji 
Regresi Linier untuk mengetahui besarnya pengaruh konsentrasi ekstrak daun 
kayu manis terhadap Mean Gray Value. 
5.2.1 Uji Normalitas dan Homogenitas 
 Data yang diuji dianggap tersebar normal apabila hasil uji normalitas 
menunjukkan p>0,05 dan dianggap homogen apabila hasil uji homogenitas 
menunjukkan p>0,05. Hasil uji normalitas dengan menggunakan Shapiro-Wilk 
menunjukkan nilai p=0,074 (Lampiran 1), maka disimpulkan bahwa data 
berdistribusi normal. Kemudian dari hasil uji homogenitas Levene menunjukkan 
nilai p=0,16 (Lampiran 2), maka disimpulkan bahwa data yang diuji bervarian 
homogen. Berdasarkan hasil ini akan dilakukan uji statistik parametrik. 
5.2.2 Uji Oneway ANOVA 
 Uji Oneway ANOVA dilakukan untuk mengetahui tingkat perbedaan 
antara rerata tiap kelompok dalam keseluruhan data yang telah didapatkan. Data 
yang diuji dianggap berbeda signifikan apabila nilai p<0,05. Hasil uji Oneway 
ANOVA pada penelitian ini menunjukkan nilai p=0,000 (kurang dari 0,05), maka 
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara rerata tiap 
kelompok (Lampiran 3). 
5.2.3 Uji Post Hoc 
 Uji Post Hoc Multiple Comparisons dilakukan untuk mengetahui 
signifikansi masing-masing kelompok data satu dengan data lainnya. Metode 
Post Hoc yang digunakan adalah uji Tukey HSD. Perbedaan data dianggap 
signifikan apabila nilai p<0,05 pada masing-masing kelompok data. Berikut 





 Kelompok data pertama adalah perlakuan tanpa pemberian ekstrak daun 
kayu manis (konsentrasi 0%) yang dalam penelitian ini disebut sebagai kelompok 
kontrol negatif. Hasilnya adalah didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang 
tidak signifikan terhadap konsentrasi 7,5% (p>0,05). Pada konsentrasi 15%; 
22,5%; 30%; 37,5%; dan 100% terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05). 
Kemudian hasil komparasi kelompok data kedua, yaitu perlakuan dengan 
konsentrasi ekstrak 7,5% didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang tidak 
signifikan terhadap konsentrasi 0% (kontrol negatif) (p>0,05). Pada konsentrasi 
15%; 22,5%; 30%; 37,5%; dan 100% terdapat perbedaan yang signifikan 
(p<0,05). Sedangkan pada kelompok data ketiga, yaitu konsentrasi ekstrak 15% 
didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang signifikan terhadap konsentrasi 
0%; 7,5%; 22,5% 30%; 37,5%; dan 100% (p<0,05). Pada kelompok data 
keempat, yaitu konsentrasi ekstrak 22,5% didapatkan perbedaan Mean Gray 
Value yang tidak signifikan terhadap konsentrasi 30% (p>0,05). Pada konsentrasi 
0%; 7,5%; 15%; 37,5%; dan 100% didapatkan perbedaan yang signifikan 
(p<0,05). Kemudian pada kelompok data kelima yaitu konsentrasi ekstrak 30% 
didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang tidak signifikan terhadap 
konsentrasi 22,5% (p>0,05) dan signifikan terhadap konsentrasi 0%; 7,5%; 15%; 
37,5%; dan 100% (p<0,05). Pada kelompok data keenam yaitu konsentrasi 
37,5% didapatkan perbedaan Mean Gray Value yang signifikan terhadap 
konsentrasi 0%; 7,5%; 15%; 22,5%; 30%; dan 100% (p<0,05). Kemudian pada 
kelompok data terakhir yaitu konsentrasi ekstrak 100% yang dalam penelitian ini 
disebut sebagai kontrol positif. Hasilnya adalah didapatkan perbedaan Mean 
Gray Value yang signifikan terhadap konsentrasi 0%; 7,5%; 15%; 22,5%; 30%; 





yang berdekatan tidak terdapat signifikansi yang cukup. Pada konsentrasi 15%; 
37,5%; dan 100% didapatkan perbedaan yang signifikan pada semua 
konsentrasi. Pada konsentrasi 22,5% dan 30% mulai didapatkan perbedaan 
angka Mean Gray Value yang signifikan pada tiga konsentrasi terendah.  
Tabel 5.2 Hasil Uji Post Hoc 
 0% 7,5% 15% 22,5% 30% 37,5% 100% 
0%  0,079* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
7,5% 0,079*  0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 
15% 0,000 0,001  0,000 0,000 0,000 0,000 
22,5% 0,000 0,000 0,000  0,056* 0,000 0,000 
30% 0,000 0,000 0,000 0,056*  0,001 0,000 
37,5% 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001  0,044 
100% 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,044  
 
Keterangan: * = tidak terdapat perbedaan signifikan (p>0,05).  
 
5.2.4 Uji Korelasi Pearson 
Uji korelasi Pearson dilakukan untuk mengetahui keeratan dan bentuk 
hubungan antara dua variabel yang dinyatakan dengan koefisien korelasi. 
Hubungan dianggap signifikan apabila nilai p<0,05 dan dianggap tidak signifikan 
apabila nilai p>0,05.  
Berikut merupakan klasifikasi dari nilai korelasi Pearson: 
Nilai Korelasi 0 – 0,199 = sangat rendah 
Nilai Korelasi 0,200 – 0,399 = rendah 
Nilai Korelasi 0,400 – 0,599 = sedang 
Nilai Korelasi 0,600 – 0,799 = kuat 





Nilai korelasi dapat bertanda positif dan negatif. Nilai korelasi positif 
menunjukkan arah yang searah antar variabel. Sedangkan nilai korelasi negatif 
menunjukkan arah yang berlawanan antar variabel. Hasil uji korelasi Pearson 
pada penelitian ini menunjukkan hasil sebagai berikut: 
1. Nilai p=0,000, berarti terdapat korelasi yang signifikan antara konsentrasi 
ekstrak daun kayu manis dengan Mean Gray Value. (Lampiran 5) 
2. Nilai korelasi (r)=0,841, berarti terdapat korelasi yang sangat kuat antara 
konsentrasi ekstrak daun kayu manis dengan Mean Gray Value atau 
ketebalan biofilm. 
3. Arah korelasi positif, berarti semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun kayu 
manis, semakin tinggi nilai Mean Gray Value yang menandakan semakin 
tipis cincin biofilm yang terbentuk. 
5.2.5 Uji Regresi  
Uji regresi dilakukan untuk mengetahui besarnya pengaruh variabel 
bebas terhadap variabel tergantung. Berikut merupakan rumus persamaan 
regresi linear: 
Y = a + bX 
Keterangan: 
Y = Mean Gray Value  
a = angka konstan dari unstandardized coefficients  
b = angka koefisien regresi 







Berdasarkan data konsentrasi ekstrak daun kayu manis dan nilai Mean 
Gray Value, didapatkan hasil uji statistik regresi dan grafik regresi linear seperti 
pada Lampiran 6, maka didapatkan persamaan regresi linear:  
 
Y = 0,656X +101,513  
 
Hasil uji regresi pada penelitian ini menunjukkan hasil sebagai berikut:  
1. a = angka konstan dari unstandardized coefficients. Pada penelitian 
ini, didapatkan nilai a sebesar 101,513. Angka ini menunjukkan 
bahwa jika tidak ada konsentrasi ekstrak daun kayu manis, maka 
nilai MGV biofilm Klebsiella pneumoniae yang terbentuk sebesar 
101,513. 
2. b = angka koefisien regresi. Pada penelitian ini, didapatkan nilai 
positif sebesar 0,656. Angka ini menunjukkan bahwa pada setiap 
peningkatan 1% konsentrasi ekstrak daun kayu manis, maka nilai 
MGV akan meningkat sebesar 0,656.  
Selain itu, analisis regresi linear juga dapat melihat hubungan pengaruh 
melalui nilai R Square (R2). Pada penelitian ini, didapatkan nilai R2 sebesar 0,707 
yang berarti bahwa pengaruh konsentrasi ekstrak daun kayu manis terhadap nilai 
Mean Gray Value sebesar 70,7% sedangkan 29,3% sisanya dipengaruhi oleh 












 Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental untuk mengetahui 
pengaruh ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) dalam 
menghambat pembentukan biofilm pada bakteri Klebsiella pneumoniae secara in 
vitro. Pada penelitian ini yang termasuk variabel bebas adalah konsentrasi 
ekstrak daun kayu manis dan variabel tergantung adalah pembentukan biofilm 
oleh Klebsiella pneumoniae yang dilakukan dengan metode tabung. 
Bakteri yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri Klebsiella 
pneumoniae yang didapat dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya dan ditanam pada media Nutrient Agar Plate. Daun kayu 
manis (Cinnamomum burmannii) yang digunakan diperoleh dari Materia Medica 
Batu berbentuk serbuk kering. Serbuk daun kayu manis kemudian diekstraksi 
dengan menggunakan pelarut etanol 96% di Laboratorium Teknik Kimia 
Politeknik Negeri Malang. Metode yang digunakan untuk pembuatan ekstrak 
daun kayu manis adalah metode maserasi. Kelebihan dari metode ini adalah 
prosedur dan peralatan yang lebih sederhana serta lebih ekonomis untuk 
mendapatkan ekstrak daun kayu manis. 
Berdasarkan penelitian oleh Slobodnikova et al. (2016), kandungan 
flavonoid dapat menghambat pembentukan biofilm. Hasil uji fitokimia ekstrak 
daun kayu manis menunjukkan kandungan flavonoid sebesar 8,64% (Safratilofa, 
2015). Kemampuan antibiofilm yang diperankan oleh flavonoid bekerja dengan 
cara menurunkan daya perlekatan bakteri serta menghambat sintesis protein 





menghambat intercellular adhesion. Jika intercellular adhesion dihambat maka 
pembentukan biofilm akan terganggu (You et al., 2014). Penelitian lain yang 
dilakukan oleh Trentin et al. (2013), mengenai kandungan tanin yang memiliki 
peran sebagai antibiofilm. Hasil uji fitokimia ekstrak daun kayu manis 
menunjukkan kandungan tanin sebesar 4,69% (Safratilofa, 2015). Mekanisme 
antibiofilm oleh tanin yaitu dengan menghambat perlekatan bakteri dan 
pembentukan matriks EPS (Trentin et al., 2013), menghambat pembentukan 
biofilm dengan cara mereduksi sifat hidrofobik bakteri yang menjadi faktor 
penting dalam perlekatan sel bakteri ke medium (Okada et al., 2008; Jagani et 
al., 2009) serta menghambat mekanisme quorum sensing sehingga koloni yang 
terbentuk pada biofilm akan lebih sedikit (Asfour, 2017). Penelitian lain yang 
dilakukan oleh Santiago et al. (2015), mengenai peran saponin sebagai 
antibiofilm dengan cara mencegah perlekatan bakteri ke permukaan objek. Hasil 
uji fitokimia ekstrak daun kayu manis menunjukkan kandungan saponin sebesar 
2,19% (Safratilofa, 2015). Berdasarkan dasar teori tersebut, kandungan pada 
ekstrak daun kayu manis dapat menghambat pembentukan biofilm bakteri. 
 Penelitian pendahuluan dilakukan untuk menentukan konsentrasi yang 
lebih rapat yang akan digunakan pada penelitian inti. Pada penelitian 
pendahuluan, didapatkan bahwa pada konsentrasi 12,5% cincin biofilm sudah 
mulai terhambat. Penelitian inti kemudian dilakukan dengan menggunakan 7 
konsentrasi ekstrak yaitu 0% (kontrol negatif); 7,5%; 15%; 22,5%; 30%; 37,5%; 
dan 100% (kontrol positif). Penelitian inti menggunakan metode tabung dengan 
pengulangan sebanyak empat kali sesuai dengan rumus Federer.  
 Hasil penelitian inti kemudian didokumentasikan menggunakan kamera 





Pengamatan data secara kuantitatif dengan melihat intensitas kepekatan warna 
cincin ungu kebiruan pada masing-masing tabung dengan Mean Gray Value 
pada aplikasi Adobe Photoshop CS6. Hasil pengamatan menunjukkan adanya 
peningkatan rata-rata Mean Gray Value yang berbanding lurus dengan 
peningkatan konsentrasi ekstrak daun kayu manis. Kadar Hambat Biofilm 
Minimal (KHBM) didapatkan pada konsentrasi 37,5%. Hasil penelitian ini 
membuktikan bahwa ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) dapat 
menghambat pembentukan biofilm bakteri Klebsiella pneumoniae secara in vitro. 
 Terdapat beberapa penelitian lain yang mendukung hasil penelitian ini. 
Menurut penelitian yang dilakukan oleh Koresy (2018), yang meneliti pengaruh 
ekstrak teh hijau (Camellia sinensis var. assamica) terhadap pembentukan 
biofilm Klebsiella pneumoniae dengan metode tabung didapatkan hasil bahwa 
ekstrak daun teh hijau mempunyai efek menghambat pembentukan biofilm 
Klebsiella pneumoniae pada Mean Gray Value sebesar 144,61 yang ada pada 
KHBM 20%. Penelitian lain yang dilakukan oleh Henry (2015), yang meneliti 
tentang ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) dapat menghambat 
pertumbuhan Klebsiella pneumoniae dengan metode dilusi agar pada Kadar 
Hambat Minimal 14%. Pada penelitian ini, ekstrak daun kayu manis 
(Cinnamomum burmannii) dapat menghambat pembentukan biofilm Klebsiella 
pneumoniae pada Mean Gray Value sebesar 146,56 yang ada pada KHBM 
37,5%. Perbedaan Kadar Hambat Minimal pada masing-masing ekstrak tanaman 
dapat disebabkan karena kandungan antibiofilm seperti flavonoid, tanin, dan 
saponin yang terkandung lebih banyak dibandingkan pada daun kayu manis. 
Selain itu, perbedaan Kadar Hambat Minimal juga dapat disebabkan karena 





metode tabung, sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Henry (2015) 
menggunakan metode dilusi agar. 
Menurut penelitian yang dilakukan oleh Apriliany dkk. (2013), mengenai 
aktivitas anti quorum sensing pada ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum 
burmannii) terhadap Pseudomonas aeuroginosa dengan metode KLT 
(Kromatografi Lapis Tipis)-bioautografi. Pada penelitian tersebut, didapatkan 
Kadar Hambat Minimal (KHM) sebesar 8 mikrogram/mililiter. Adanya perbedaan 
dalam penelitian ini dapat disebabkan oleh metode dan bakteri yang digunakan. 
Penelitian lain yang dilakukan oleh Keerthana (2017), mengenai potensi ekstrak 
etanol kayu manis (Cinnamomum verum) sebagai antibiofilm pada Burkholderia 
pseudomallei dengan metode tabung. Pada penelitian tersebut, didapatkan Mean 
Gray Value sebesar 131,40 pada KHBM 50%. Pada penelitian ini, ekstrak daun 
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dapat menghambat pembentukan biofilm 
Klebsiella pneumoniae pada Mean Gray Value sebesar 146,56 yang ada pada 
KHBM 37,5%. Hal ini dapat disebabkan karena perbedaan bakteri dan jenis kayu 
manis yang digunakan pada penelitian. Pada penelitian ini menggunakan jenis 
Cinnamomum burmannii, sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Keerthana 
(2017) menggunakan Cinnamomum verum. Penelitian yang dilakukan oleh 
Apriliany (2013) dan Keerthana (2017), menunjukkan bahwa ekstrak kayu manis 
juga memiliki efek dalam menghambat pembentukan biofilm pada bakteri Gram 
negatif selain bakteri Klebsiella pneumoniae.  
Menurut penelitian yang dilakukan oleh Mubarak dkk. (2016), mengenai 
aktivitas antibakteri ekstrak kayu manis (Cinnamomum burmannii) terhadap 
pertumbuhan Enterococcus faecalis dengan metode dilusi. Pada penelitian 





Perbedaan konsentrasi minimal pada penelitian tersebut dibandingkan 
konsentrasi minimal pada penelitian ini dapat disebabkan karena perbedaan 
bakteri, metode, dan bagian kayu manis yang digunakan. Pada penelitian ini 
menggunakan ekstrak daun kayu manis, sedangkan pada penelitian tersebut 
menggunakan ekstrak kulit batang kayu manis. Penelitian yang dilakukan oleh 
Mubarak dkk. (2016), menunjukkan bahwa ekstrak kayu manis juga memiliki efek 
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif. 
Penelitian selanjutnya yang dilakukan oleh Harmoko (2012), mengenai 
potensi antifungi ekstrak kayu manis (Cinnamomum burmannii) terhadap 
pertumbuhan Candida albicans dengan metode sumuran. Pada penelitian 
tersebut, didapatkan bahwa ekstrak kayu manis menunjukkan zona hambatan 
terhadap pertumbuhan Candida albicans mulai konsentrasi 10%. Penelitian 
tersebut menunjukkan bahwa ekstrak kayu manis juga memiliki efek dalam 
menghambat pertumbuhan jamur. Perbedaan konsentrasi minimal dari yang 
didapatkan pada penelitian ini dapat disebabkan karena perbedaan 
mikroorganisme dan metode yang digunakan. 
Kelebihan pada penelitian ini adalah belum banyak penelitian terdahulu 
yang memanfaatkan kayu manis sebagai antibiofilm bakteri serta pada penelitian 
ini memanfaatkan kandungan antibiofilm hanya pada bagian daun kayu manis. 
Keterbatasan pada penelitian ini adalah pengamatan yang hanya dilakukan 
setelah masa inkubasi selesai, tidak dilakukan sepanjang waktu. Oleh karena itu, 
peneliti tidak dapat mengamati proses pembentukan biofilm secara langsung 
dengan detail. Keterbatasan lain adalah proses ekstraksi yang menghasilkan 
ekstrak kasar (crude extract) sehingga tidak secara spesifik menghasilkan satu 





mana yang paling berpengaruh dalam menghambat biofilm. Selain itu, crude 
extract tersebut dapat menyebabkan partikel ekstrak menempel pada dinding 
tabung sehingga pada saat proses pewarnaan dengan kristal violet 0,1% akan 
membuat partikel ekstrak yang menempel ikut terwarna dan menghasilkan 
bercak keunguan di dinding tabung. Keterbatasan lain adalah belum 
diketahuinya efek lama penyimpanan ekstrak terhadap kandungan dan 


























1. Ekstrak daun kayu manis (Cinnamomum burmannii) dapat 
menghambat pembentukan biofilm bakteri Klebsiella pneumoniae 
secara in vitro dengan penghambatan yang meningkat seiring 
meningkatnya konsentrasi ekstrak daun kayu manis yang diberikan. 
2. Kadar Hambat Biofilm Minimal (KHBM) dalam penelitian ini 
didapatkan pada konsentrasi ekstrak 37,5%. 
7.2 Saran 
1. Penelitian lebih lanjut dengan ekstrak yang berbeda dalam 
menghambat pembentukan biofilm bakteri Klebsiella pneumoniae. 
2. Penelitian lebih lanjut dengan menggunakan ekstrak daun kayu manis 
dalam menghambat biofilm bakteri lain.  
3. Penelitian lebih lanjut mengenai efek ekstrak daun kayu manis dalam 
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 LAMPIRAN  
 
Lampiran 1 Hasil Uji Normalitas Shapiro-Wilk 
Tests of Normality 
 Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
MGV .120 28 .200* .933 28 .074 
*. This is a lower bound of the true significance. 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
Lampiran 2 Hasil Uji Homogenitas Levene 
Test of Homogeneity of Variances 
 Levene 
Statistic 




Based on Mean 1.745 6 21 .160 
Based on Median 1.449 6 21 .243 
Based on Median and with 
adjusted df 
1.449 6 15.884 .257 
Based on trimmed mean 1.741 6 21 .161 
 
Lampiran 3 Hasil Uji Oneway ANOVA 
ANOVA 
Mean Gray Value 
 Sum of 
Squares 
df Mean Square F Sig. 
Between Groups 15876.555 6 2646.092 187.395 .000 
Within Groups 296.529 21 14.120   






Lampiran 4 Hasil Uji Post Hoc 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   MGV   















.00 7.50 -8.03250 2.65711 .079 -16.6702 .6052 
15.00 -20.92500* 2.65711 .000 -29.5627 -12.2873 
22.50 -37.42250* 2.65711 .000 -46.0602 -28.7848 
30.00 -45.91250* 2.65711 .000 -54.5502 -37.2748 
37.50 -59.39250* 2.65711 .000 -68.0302 -50.7548 
100.00 -68.20500* 2.65711 .000 -76.8427 -59.5673 
7.50 .00 8.03250 2.65711 .079 -.6052 16.6702 
15.00 -12.89250* 2.65711 .001 -21.5302 -4.2548 
22.50 -29.39000* 2.65711 .000 -38.0277 -20.7523 
30.00 -37.88000* 2.65711 .000 -46.5177 -29.2423 
37.50 -51.36000* 2.65711 .000 -59.9977 -42.7223 
100.00 -60.17250* 2.65711 .000 -68.8102 -51.5348 
15.00 .00 20.92500* 2.65711 .000 12.2873 29.5627 
7.50 12.89250* 2.65711 .001 4.2548 21.5302 
22.50 -16.49750* 2.65711 .000 -25.1352 -7.8598 
30.00 -24.98750* 2.65711 .000 -33.6252 -16.3498 
37.50 -38.46750* 2.65711 .000 -47.1052 -29.8298 
100.00 -47.28000* 2.65711 .000 -55.9177 -38.6423 
22.50 .00 37.42250* 2.65711 .000 28.7848 46.0602 
7.50 29.39000* 2.65711 .000 20.7523 38.0277 
15.00 16.49750* 2.65711 .000 7.8598 25.1352 
30.00 -8.49000 2.65711 .056 -17.1277 .1477 
37.50 -21.97000* 2.65711 .000 -30.6077 -13.3323 
100.00 -30.78250* 2.65711 .000 -39.4202 -22.1448 
30.00 .00 45.91250* 2.65711 .000 37.2748 54.5502 
7.50 37.88000* 2.65711 .000 29.2423 46.5177 
15.00 24.98750* 2.65711 .000 16.3498 33.6252 
22.50 8.49000 2.65711 .056 -.1477 17.1277 
37.50 -13.48000* 2.65711 .001 -22.1177 -4.8423 





37.50 .00 59.39250* 2.65711 .000 50.7548 68.0302 
7.50 51.36000* 2.65711 .000 42.7223 59.9977 
15.00 38.46750* 2.65711 .000 29.8298 47.1052 
22.50 21.97000* 2.65711 .000 13.3323 30.6077 
30.00 13.48000* 2.65711 .001 4.8423 22.1177 
100.00 -8.81250* 2.65711 .044 -17.4502 -.1748 
100.00 .00 68.20500* 2.65711 .000 59.5673 76.8427 
7.50 60.17250* 2.65711 .000 51.5348 68.8102 
15.00 47.28000* 2.65711 .000 38.6423 55.9177 
22.50 30.78250* 2.65711 .000 22.1448 39.4202 
30.00 22.29250* 2.65711 .000 13.6548 30.9302 
37.50 8.81250* 2.65711 .044 .1748 17.4502 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
 
Lampiran 5 Hasil Uji Korelasi Pearson 
Correlations 
 Konsentrasi Mean Gray Value 
Konsentrasi Pearson Correlation 1 .841** 
Sig. (2-tailed)  .000 
N 28 28 
MGV Pearson Correlation .841** 1 
Sig. (2-tailed) .000  
N 28 28 












Lampiran 6 Hasil Uji Statistik Regresi  
Coefficientsa 
Model Unstandardized Coefficients Standardized 
Coefficients 
t Sig. 
B Std. Error Beta 
1 (Constant) 101.513 3.580  28.359 .000 
Konsentrasi .656 .083 .841 7.928 .000 
a. Dependent Variable: MGV 
 
Model Summary 
Model R R Square Adjusted R Square Std. Error of the 
Estimate 
1 .841a .707 .696 13.49147 































Konsentrasi Ekstrak Daun Kayu Manis (%)
Mean Gray Value

















Lampiran 9 Hasil Penelitian Inti 





7,5% 0% (Kontrol Negatif) 15% 









Lampiran 10 Alat dan Bahan Penelitian 
                
22,5% 
100% (Kontrol Positif) 
37,5% 30% 
Ekstrak Etanol Daun Kayu Manis 
 






       
 
                           
Spektrofotometri  
Kristal Violet Lugol Safranin  Alkohol 96% 
Inkubator 
